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카드뮴 유도 잉어 혈액으로부터의 Metallothionein 정제 및 이에 대한
다클론 항체 생산
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Abstract

Metallothioneins (MTs) are low molecular weight, cysteine-rich, and heavy metal binding proteins, which could be
induced with heavy metals such as Cd, Hg, Zn and Cu in liver, kidney, and in cultured cells. By using ion exchange
chromatography on DE-52, MT was purified from the serum of carp induced with cadmium in order to produce
antibody against MT. Polyclonal antibody produced against purified carp MT reacted well with MT in the serum
of carp induced with cadmium, whereas control serum did not. This may indicate that the polyclonal antibody
against the carp MT could be used for the preparation of biosensors to detect MT in fishes like carp.
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Metallothionein(MT)은 Margoshes와 Vallee(1957)에 의해

말 신장 외피에서 카드뮴 함유 단백질로서 처음으로 존재

가 확인되었다. MT는 저분자량(6-14 kDa)의 세포 가용성

단백질로, cysteine이 풍부하고(33%) 여러 cysteine이 금속

이온 결합에 관여하며(Dunn et al., 1987), 아미노산 서열

중 광범위한 유사성을 가진 중금속 결합단백질이다(Wu et

al., 1999). MT는 간, 신장, 그리고 배양되어진 세포에서

카드뮴, 구리, 수은 및 아연과 같은 금속에 의해 생체 내

합성이 유도되어지며, 척추동물, 수중 무척추동물

(Roesijadi, 1992), 특정 박테리아(Olafson et al., 1988), 그

리고 효모(Hamer et al., 1985) 등에 존재한다. MT는 간과

신장, 췌장 그리고 동물의 장에 많이 존재하는 것으로 알

려져 있으며 중금속에 접촉된 세포에서 중금속 농도에 비

례하여 생성되며(Wu et al. 1999), 구리와 아연의 대사에

관여하는 것으로 알려졌다(Cousins, 1985). 또 MT는 구리

와 아연, 카드뮴, 수은과 같은 오염물질 금속과 특이한 결

합력 및 친화성을 가지고 있어 이들 중금속의 대사와 무독

화에 중요한 역할을 담당하고 있는 것으로 알려졌다(Kägi

& Kojima, 1987). 

이들 금속 중 카드뮴은 다양한 조직과 동물들에 중독을

일으키는 원인이 된다(Järup, 2003; Yadav & Khandelwal,

2005). 이것은 글리코겐, 지질, 그리고 아미노산과 같은 세

포질 고분자의 polythiol 그룹과 반응할 수 있다. 조직 내

에 축적되어진 카드뮴은 효소 carboxypeptidase와 MT에

존재하는 필수적인 요소인 아연을 대신하게 된다(Price &

Morel, 1995; Jensen et al., 1996). MT의 존재가 확인된

이래 MT에 관한 많은 연구결과가 보고되어 왔으나 이것

은 주로 rat과 mouse 등 실험동물을 사용한 결과들로 수생

생물을 대상으로 한 보고들은 이들에 비하면 미미한 실정

이라 할 수 있다. 수중물고기의 조직 내에 축적된 중금속

의 독성과 이러한 독성이 생리학적 기전에 미치는 영향에

관한 연구는 일부 되어 있으며(Mance, 1987), 낮은 농도의

중금속은 물고기를 죽이지는 않지만 그것의 크기와 무게를

감소시키는 장기간의 stress를 유도한다(Vosyliene &

Jankaite, 2006). 그리고 MT는 화학적, 분자적, 세포생리학

적, 그리고 독성학적 특성이 수중환경의 중금속 오염에 대

하여 특이적이면서 잠재적이기 때문에 biomaker로서의 연

구가 시작되고 있다(Sampath-Kunar et al., 1996; Yeoh et
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al., 1996; Brower et al., 1995; George et al., 1996). 또한

물고기들은 중금속을 생체 내에 축적시키는 경향을 가지고

있으므로, 먹이사슬의 오염을 통해 인간은 중금속에 대한

위험에 노출될 수 있다. 생체 내 중요기관 중 하나인 간은

이물질의 생체전환, 비타민과 지질의 이동, 글리코겐의 저

장, 글루코오스의 방출 등을 포함한 생명기능을 수행한다.

하지만, 중금속 축적에 의해 세포의 기능 및 구조의 특성

이 붕괴되어 간 조직이 파괴될 수도 있어 생물체의 생리적

기능에 악영향을 미칠 수 있으므로 MT의 신속하고 정확

한 검출은 매우 필요하다. 현재 생체 내 MT의 정량에는

Cd-hem법, Ag-saturation법 및 방사성 동위원소 측정법 등

(Eaton & Toal, 1982; Scheuhammer & Cherian, 1986)이

일반적으로 이용되고 있는데, 이들 중 Cd-hem법과 Ag-

saturation법은 여러 번의 열처리, 세정 및 분리과정을 포함

하고 있어 처리조작이 번잡하고 오염물질의 생체에 대한

영향을 고감도로 분별 평가 하기에는 어려움이 있다고 할

수 있으며, 방사성 동위원소 측정법은 안전관리에 대한 위

험성을 내포하고 있다. 따라서 정확도가 높고 보다 간편한

MT 정량법 개발이 요청되고 있다. 간이하고 신속하면서도

정확한 MT 정량을 위해서는 MT 단백질과 이에 대한 항

체가 필요하다. 특히 오염 가능 지역에서 키울 가능성이

있는 잉어와 같은 어류로부터의 중금속 유도 MT와 이에

대한 항체를 가지는 것이 필수적이다.

본 연구에서는 국내에서 유통되는 잉어에 카드뮴을 처리

하여 유도된 MT를 혈청에서 정제한 후 MT biomarker에

대한 다클론 항체를 만들어, 향후 바이오센서 소자로 사용

하기 위하여 이의 반응성을 조사하였다.

재료 및 방법

재료

Protease inhibitor cocktail, anti-rabbit IgG-Ap, goat anti-

rabbit IgG, NBT, BCIP는 Sigma(USA)에서 구입하였다.

DE-52는 Whatman (England)에서 그리고 polyvinylidene

fluoride(PVDF) membrane은 PALL Corporation(USA)에서

구입하였으며, 기타 시약은 분석용 시약을 사용하였다.

MT 유도

Moon et al.(2006) 방법에 따라서 잉어를 배양하였다. 수

돗물 중의 염소를 제거하기 위하여 미리 물을 받은 후

1~2 일 정도 지난 후에 양어조에 물을 옮겼고 용존 산소

를 유지시켜주기 위해서 공기펌프를 설치하였으며, 수온을

일정하게 유지시켜 주기 위해 기온을 20oC로 맞추었다. 물

은 식염수에 녹인 CdCl
2
을 주사할 때마다 교체하여 주었

다. 시장에서 구입한 건강한 잉어(600-800 g)를 양어조에서

1주일 정도 적응시킨 후 첫날에 잉어 1 kg 당 0.9% 식염

수에 녹인 2 mg의 CdCl
2
, 셋째 날에 3 mg의 CdCl

2
, 다섯

째 날에 12.5 mg의 CdCl
2
를 주사하였다. 7일 후에 잉어를

10 분간 마취하고 잉어의 옆줄을 따라 비스듬히 주사기를

찔러 넣어 대동맥으로부터 혈액을 채취하였다. 혈액을 채취

하자마자 protease inhibitor cocktail을 5% 되도록 첨가하고

상온에서 30분 정치하여 적혈구가 응고되도록 기다린 후,

3,000 rpm에서 30분 동안 원심분리를 하여 상등액(혈청)을

얻었다. 혈청을 300배 희석한 뒤 15% acrylamide gel을 사용

하여 sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-

phoresis (SDS-PAGE)를 실시하였다(Laemmlie, 1970).

잉어 혈청 MT 정제

MT가 유도된 잉어의 혈청을 30 mL DEAE-cellulose(DE-

52)를 사용하여 4oC에서 정제하였다. 완충액 A(5%의

protease inhibitor cocktail를 포함한 0.05 M Tris-HCl, pH

8.0)를 40 mL 흘려준 30 mL의 DE-52 칼럼에 10배 희석된

잉어 혈청 5 ml를 1.5 mL/min의 유속으로 흘려주었다. 완

충액 A 30 mL를 더 흘려주어 씻어준 후, NaCl gradient로

완충액 A와 완충액 B (0.5 M NaCl이 포함된 완충액 A)를

40 ml씩 흘려주어 MT를 정제하였다. 정제한 시료는 15%

acrylamide gel을 사용하여 SDS-PAGE를 실시하여 확인하

였다.

MT 항체 제작

정제한 MT를 항원으로 사용하여 항체를 제작하였다. 정

제된 MT를 전기영동 한 후, 염색 용액(0.1% Coomassie

Brilliant Blue R-250, 50% methanol, 10% glacial acetic

acid)에서 30분간 염색하였다. 이어서 탈색 용액 (10%

methanol, 10% glacial acetic acid)으로 1시간 정도 탈색시

킨 후 탈색 용액을 바꾸어 하룻밤 정치하였다. 탈색시킨

gel에서 MT band를 잘라 액화질소에서 얼리고 파쇄한 후

동결 건조한 항원을 600 µL의 PBS buffer (100 mM NaCl,

3 mM KCl, 2 mM KH
2
PO

4
, 100 mM Na

2
HPO

4
)에 녹였다.

다음 과정의 항체 제작은 AB 프런티어(서울, 한국)에 의뢰

하였다. PBS에 녹인 항원에 600 µL의 Freund's complete

adjuvant를 섞어 점성이 강한 현탁액이 생길 때까지 혼합

한 후, 3 mL 주사기에 옮겨 21 gauge의 바늘을 이용, 토

끼의 등 부위 피하 2-3곳에 나누어 주사하였다. 2주 뒤에

항원을 Freund's incomplete adjuvant에 녹인 후 2차 주사

를 놓았고, 다시 일주일 뒤에 동일한 방법으로 3차 주사를

놓은 후, 일주일 뒤에 토끼의 정맥으로부터 혈액을 채취하

였다. 채취한 혈액을 상온에서 1시간 동안 정치한 후,

3,000 rpm으로 5분간 원심 분리하였다. 상등액(혈청)을 새

tube로 옮기고 4oC에서 하룻밤 정치한 후, 혈청 이외의 찌

꺼기를 제거하였다. 이렇게 하여 얻어진 혈청에 0.02%

NaN3를 넣어 -70oC에서 보관하였다.
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항체 확인을 위한 ELISA

Coating buffer(0.068 M NaH
2
CO

3,
 0.032 M Na

2
HCO

3
)에 정

제한 MT(Fig. 2의 fraction E6)을 2µg/mL가 되게 넣은 후,

96 well microplate의 각 well에 100µL씩 가하고, sealing하여

하룻밤 정치하였다. 항체를 PBS-T buffer (150 mM NaCl,

3 mM KCl, 0.05% Tween 20)에 1/1,000에서부터 1/100,000

까지 희석시켰다. Plate를 4oC에서 꺼내어 coating buffer를

제거하고 well 당 150µL의 wash buffer(PBS-T)로 3회에 걸

쳐 세척 한 후, 희석시킨 항체를 세로열 기준으로 각 100µL

씩 넣고, sealing하여 실온에서 1시간 동안 정치하였다. 그리

고 150µL wash buffer로 3회에 걸쳐서 세척하였다. 2차 항

체 (horseradish peroxidase-conjugated goat Ab against rabbit

IgG)를 1/5,000까지 희석하여 각 well 당 100µL씩 가하고,

sealing하여 실온에서 1시간 동안 정치한 후 세척하였다. 이

렇게 준비된 plate에 각 well 당, 100µL의 substrate mixture

[1 mg tetramethyl benzidine (TMB)/mL methanol 1 mL에

7µL의 30% H
2
O

2
를 넣은 후, 9 mL TMB substrate buffer

(Sigma P-4809)에 첨가]를 넣어 30분간 반응시켰다. Well 당

50µL의 2 M H
2
SO

4
를 가하여 반응을 멈추고 microplate

reader (BIO-RAD Model 550, U.S.A.)를 이용하여 450 nm에

서 측정하여 항원을 주사하기 전의 토끼의 혈청과 비교하고

항체 생성을 확인하였다.

Western blotting

MT가 유도된 잉어와 그렇지 않은 잉어의 혈청을 300배

희석하여 SDS-PAGE하고, Mini Trans-Blot Cell(BIO-RAD,

U.S.A.)을 이용하여 Bio-Rad manual에 따라 PVDF

membrane에 냉장실에서 14 V로 하룻밤 동안 transfer 시켰다.

Transfer된 PVDF를 5분 동안 washing buffer(0.01 M Tris-

HCl, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.5% TX-100, 0.08% SDS)에서

씻어준 후 30분 동안 5% blocking solution(washing buffer,

5% nonfat dry milk)을 넣고 잘 섞어 항체의 비특이적 결합

을 막았다. MT를 정제하여 제작한 항체를 1:10,000의 비율

로 넣은 5% blocking solution에 PVDF를 담가 30분 동안 결

합을 유도하고, washing buffer로 10분씩 4번 세척하였다. 그

후 PVDF를 5% blocking solution에 1:30,000 비율로 2차 항

체인 anti-rabbit IgG-AP를 첨가한 용액에 넣어 결합을 유도하

고, washing buffer로 10분씩 4번 세척하였다. 마지막으로

NBT solution(100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM

MgCl
2, 

0.33 mg NBT/ml) 15 mL와 BCIP solution(2.5 mg BCIP/

50µL dimethylformamide)을 섞은 substrate buffer를 처리하여

band가 보일 때까지 반응을 시켰다.

결과 및 고찰

유도된 잉어혈청으로부터의 MT 정제

혈청을 300배 희석한 후 15% acrylamide gel을 사용하

여 Fig. 1과 같이 SDS-PAGE를 실시하였다. 대조구 혈청

과 비교하였을 때 카드뮴을 처리한 잉어의 혈청에서 MT

로 추정되는 분자량 약14,000 단백질이 현저하게 유도된

것이 확인되었다(Fig. 1, lanes 4-6). 한편 수컷(lane 4)과 암

컷(lanes 5-6) 잉어 모두에서 유도가 됨을 알 수 있었다. 따

라서 MT 유도는 vitellogenin (Moon et al., 2006)과는 달리

성별에 좌우되지 않음을 알 수 있었다. 기존에 MT의 특성

을 조사하고 항체를 만들기 위하여 여러 MT 정제방법이

보고되었다. Rat 간으로부터 카드뮴과 아연에 대한 MT의

HPLC에 의한 정제(Turánek et al., 1987)가 보고되었고

Sephadex G-75 gel filtration, DEAE-Sephadex ion

exchange chromatography를 이용하여 메기 간세포로부터

MT가 정제되었다(Chatterjee & Maiti, 1987). 그리고 마우

스와 토끼의 간으로부터 HPLC ion exchanger가 사용되어

MT가 정제되었고(Pan et al., 1991), 고슴도치 간으로부터

Sephacryl S-100, DEAE-Sepharose를 통하여 MT가 정제되

었다(Pan et al., 1993). 잉어 MT 연구의 경우는 잉어 간에

서 Sephadex G-75와 DEAE-Sephadex를 이용하여 MT를

정제한 실험(Kito et al., 1986)이 보고되었고, 카드뮴, 구리,

아연으로 잉어 조직의 MT를 유도한 실험(Campenhout et

al., 2004)이 보고되었다. Witeska(2005)는 잉어를 납, 구리,

카드뮴, 아연 등의 금속이온이 포함된 양어조에 키운 후 혈

액 내의 금속이온의 양을 측정하는 실험을 수행하였지만,

잉어 혈청 MT에 대한 연구는 아직 수행되지 않았다. 본

연구에서는 정제의 필요성이 없을 정도로 카드뮴에 의한

MT 유도가 현저하였지만(Fig. 1), 혈청 안에 각종 호르몬,

다당류, 혈소판, 항체 등 여러 물질들을 제거하기 위해 잉

어의 혈청을 DEAE-cellulose chromatography를 통해 Fig.

2와 같이 정제하였다. NaCl gradient(0-0.5 M NaCl)를 걸어

주어 MT 단백질이 분리되는 것을 알 수 있었으며, 그 중

Fig. 1. SDS-PAGE for the metallothionein in carp serums.
Lane 1, molecular weight markers; lanes 2-3, 300-fold diluted
serum of a carp without induction; lanes 4-6, 300-fold diluted
serum of the carp induced with CdCl

2
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에서 가장 깨끗한 fraction (E6)의 MT 부분만을 오려서 토

끼에 주사하여 항체를 제작 의뢰하였다. 정제된 MT의 분

자량은 매우 다양하게 나타난다. MT는 생물 종에 따라 다

르고 조직에 따라 다를 수 있다. MT 유전자 서열이 일부

밝혀진 것에 의하면 MT-1, MT-2 등이 있는 것으로 알려

져 있고 약 57-63 아미노산으로 구성되어 있다고 보고되었

다(Syring et al., 2000). 잉어의 경우 Sephadex G-75를 사

용하여 측정한 결과에 의하면 MT-2의 분자량은 9,800으로

나왔지만 아미노산 서열분석에 의하여 분자량 6,227의

MT-1, 6,435의 MT-2가 보고되었다(Kito et al., 1986). 정

제된 MT의 분자량이 다양하게 보고되는 이유 중의 하나

는 아마도 종별, 발현되는 조직, 그리고 결합하는 금속이온

에 따라 달라질 것이며 공유변형 등이 관여할 가능성도 배

제할 수 없어 gel filtration column과 SDS-PAGE 상에서

분자량이 다르게 나타나는 것으로 사료된다. 잉어의 알려

진 MT 유전자들의 서열(NCBI Access# AAB70467)에 의

거하면 MT의 분자량이 약 6,600으로 계산될 수 있으나,

본 실험에서 14,000 근처의 분자량 위치에서 전기영동이

되었다. 이는 고농도의 MT가 자신이 가지고 있는 많은

cysteine간에 in vitro artifact dimer가 형성되거나 단백질의

공유변형 등이 존재할 가능성을 배제할 수 없음을 나타낸

다. 쏘가리 MT-2 의 예상 분자량은 6,000이지만 환원제가

포함된 시료 buffer를 사용하는 Laemmli SDS-PAGE(1970)

상에서의 분자량은 14,000으로 나온 연구(Gao et al.,

2009)에서처럼, cysteine이 아주 풍부한 MT 분자가 전기영

동상에서 dimer로 나타날 수도 있으며 금속이온 결합에 의

하여 전기영동 gel에서 14,000 근처의 퍼진 밴드로 분자량

이 다르게 나타날 가능성도 존재한다 하겠다. 또 혈액내의

카드뮴을 무독화시키는 새로운 종류 MT biomarker일 가능

성도 제시될 수 있을 것이다. 앞으로 MT 유전자를 클로닝

하여 발현한 후, 본 실험에서 사용한 항체와의 반응성을

조사하면 일부 그 원인을 밝힐 수 있을 것이다. 

정제 MT에 대한 polyclonal antibody의 반응성

정제 MT에 대한 항체의 경우는 반응성이 좋아서 잉어

혈청 중의 MT를 ELISA와 Western blotting 실험에서 잘

인식하였다. Fig. 3의 ELISA 결과를 보면 항원을 주사하

지 않은 preimmune serum에 비하여 1st serum(1차 채취

serum)의 반응도가 1,000배 희석 배율에서 약 6배 정도 반

응성이 높게 나타나 항체가 잘 만들어졌음을 알 수 있었다.

Fig. 2. SDS-PAGE for the metallothionein purified on DEAE-

cellulose column from serum of the carp induced with CdCl
2
.

Lane 1, molecular weight markers; lane 2, 300-fold diluted serum
of the carp induced with CdCl

2
; lanes 3-5, wash-through fractions;

lanes 6-10, purified fractions

Fig. 3. ELISA for the polyclonal antibody against the purified
metallothionein from the carp induced with CdCl

2
.

○ , CdCl
2
-induced carp serum; ● , carp control serum

Fig. 4. Western blotting for the metallothionein in carp serums

Lane 1, prestained molecular weight markers; lane 2, 300-fold
diluted serum of the carp induced with CdCl

2
: lane 3, 300-fold

diluted serum of a carp without induction; lane 4, prestained
molecular weight markers
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1,000 배 희석 배율의 항체를 이용한 ELISA실험에서 항체

의 반응성이 대조구에 비하여 약 5배 정도로 나타난 잉어

vitellogenin에 대한 항체(Moon et al., 2006)를 이용한

waveguide lightmode spectroscopy biosensor 실험(Kim et

al., 2008) 이 성공적으로 수행된 것을 보면, 본 실험에서

제작한 항체의 사용 가능성이 높음을 예상할 수 있다.

ELISA에서 항체 역가가 확인이 되었으므로 향후 biosensor

소자 응용 가능성을 보다 정확히 확인하기 위하여 Western

blotting 실험을 수행하였다. Fig. 4의 lane 3는 카드뮴으로

유도하지 않은 대조구 혈청을 시료로 사용한 것이며, lane

2는 카드뮴으로 유도한 잉어 혈청을 시료로 사용한 것이다.

Lane 3에는 특별히 반응하는 밴드가 보이지 않지만, 카드뮴

으로 유도한 혈청(lane 2)에서는 SDS-PAGE에서 강하게 보

이는 단백질 밴드에 해당하는 자리에 반응 밴드가 나타났

다. 따라서 ELISA 결과와 Western blotting 실험결과로부

터 MT에 반응하는 항체가 잘 만들어졌음을 확인할 수 있

었다. 

Gopal 등(1997)은 오염 스트레스의 생물학적 지표로 이

용하기 위하여 잉어에 수은과 납을 처리하였을 경우 혈청

내의 단백질 양의 변화를 측정하였다. 하지만 중금속에 유

도되고 중금속과 결합하는 잉어 같은 어류 MT에 대한 연

구는 미진한 편이다. 앞으로 정제된 MT에 대한 항체를 이

용하여, 잉어를 포함한 어류로부터 채취 수월한 혈액에서

생물학적 지표인 MT의 양을 측정할 것이며, 본 항체는 수

계의 중금속 오염 정도를 측정하는 다양한 면역 센서를 개

발에 도움이 될 것이다.
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