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Abstract

The aim of this study is to develop the one dot rapid detection kit that meets the limit of detection (LOD) of KFDA
(10 µg/kg) for Aflatoxin B

1
 (AFB1). The fabrication process of the one dot rapid detection kit, such as gold nano-

particle and AFB1-BSA conjugation, and AFB1-polyclonal antibody concentration was optimized. Fabricated rapid
detection kits were tested with the standard AFB1 solutions and the solutions extracted from contaminated maize sam-
ples. The LOD in the standard AFB1 solution and extracted AFB1 solution was 5 µg/kg for both. This result is lower
than the LOD of KFDA in food (10 µg/kg) and satisfies the LOD of EU (2-12 µg/kg) and Japan (10 µg/kg) in food.
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서 론

FTA 등 국제 교역의 활성화와 국민 식생활 향상으로 인

해 식품 안전성에 대한 관심이 높아지고 있다. 일반적으로

식품의 안전성을 위협하는 요인으로는 미생물을 포함한 생

물학적 요인과 잔류항생물질, 농약 및 중금속 등을 포함한

화학적 요인으로 분류할 수 있다. 그 중에서 생물학적 요

인에 속하는 미생물 오염은 특정 유해곰팡이에 의해 생성

되는 2차 대사산물인 곰팡이독소에 의한 오염으로 사람과

가축에게 급성 또는 만성 질환을 일으키고 경우에 따라 죽

음에 이르게 하는 등 광범위한 문제를 발생시키고 있다

(Bennett, 1987; Schuh, 1997). Aflatoxin(AF)은 Aspergillus

flavus 등의 자연계에 널리 분포하고 있는 곰팡이독소 중

하나로 다양한 역학 결과를 토대로 인간과 가축에게 간암

등의 치명적인 독성을 나타낸다고 알려져 있다(Campbell

& Hayes, 1976). 현재 국제암연구소(International Agency

for Research on Cancer, IARC)는 AF를 인체발암성이 확

인된 Group 1으로 분류하고 있다(Ammida et al., 2004).

가장 대표적인 AF에는 Aflatoxin B
1
, B

2
, G

1
, G

2
, M

1
, M

2

등이 있으며 이 중에서 Aflatoxin B
1
(AFB1)은 원료 식품

및 그 가공품 내에서 가장 빈번하게 발견되며 가장 강력한

독성을 나타내는 것으로 알려져 있다(Hussein &Brasel,

2001; Park, 2006). AFB1은 주로 쌀, 옥수수 등과 같은 곡

류와 견과류에서 잘 생성되며 열에 안정하여 조리나 식품

가공 상의 가열처리 이후에도 독성이 남아있는 문제가 있

다(Bhatnagar et al., 2002; Blesa et al., 2003). 이로 인해

세계 여러 나라에서는 아플라톡신에 대한 기준 및 규격이

설정되어 있으며 AFB1 또는 AF의 양으로 관리한다(Jang

et al., 2007).

식품에 존재하는 AFB1의 검출을 위해 가장 널리 이용

되고 있는 방법으로는 크로마토그래피법과 효소면역분석방

법(ELISA) 등이 있다. 이러한 방법들은 사용법이 복잡하고

기기가 고가이며 전용 실험실과 전문 인력을 필요로 하는

등의 문제점이 있다. 따라서 AFB1을 정확하고 신속하게

검출할 수 있는 간단한 측정법이 연구되고 있다(Hong,

2011). 이 중 하나인 간이진단키트법은 크로마토그래피법과

효소면역분석방법(ELISA)을 기본으로 한 분석방법으로 전

문가가 아니더라도 10~30분 이내에 AFB1의 검출유무를

육안으로 판독할 수 있다(Babacan et al., 2002; Xiluan et

al., 2006; Bazin et al., 2010; Hong, 2011). 또한 시료 속

대상물질의 존재유무를 판정하는 방법으로 간편성, 편리성,
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경제성을 갖추고 있다(Choi et al., 2012).

본 연구는 국내 유통 중인 옥수수를 대상으로 곡류에서

가장 빈번하게 발생하고 있는 곰팡이독소 중에서 가장 강력

한 독성을 나타내는 AFB1을 신속검출법인 간이진단키트를

이용하여 검출하고자 하였다. 검출 방법은 표준선과 검출선

을 이용하는 기존 간이진단키트 검출법 대신에 새로운 간이

진단키트 분석법인 one-dot 간이진단키트와 이미지분석 시

스템을 이용하였다. 새로운 검출법을 적용한 간이진단키트

를 이용하여 AFB1을 국내 식품 허용기준(10 µg/kg)이하로

검출할 수 있는 간이진단키트를 제작하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

AFB1의 검출유무를 색으로 나타내기 위해 사용되는 표

지자는 40 nm 금나노입자를 Bioassay works, LLC.(Fiams-

ville, MD, USA) 이용하였으며 금나노입자와 결합하는

AFB1-bovine serum albumin(BSA)와 검출부에 사용되는 항

체인 Mouse Polyclonal AFB1 antibody(AFB1-PAb)는

Sigma Chemical Co.(St. Louis, Mo, USA)에서 구입하였다.

교차반응 실험을 위해 사용된 항체인 Rabbit Polyclonal

OTA antibody는 abcam(Cambridge, MA, USA)에서 구입

하였으며 시료패드, 결합패드, 니트로셀룰로오스 막, 흡수

패드는 Millipore Co.(Billerica, MA, USA)에서 구입하였다.

간이진단키트 제작을 위한 사용된 전처리 시약인 Tween-20

은 MB Ceil(Los Angeles, CA, USA)에서 구입하였으며 자

당(sucrose)과 인산완충생리식염수(phosphate buffered saline,

PBS)를 비롯한 기타 시약은 Sigma Chenical co.의 제품을

사용하였다.

간이진단키트의 재료 및 구성

간이진단키트는 Fig. 1과 같이 시료패드, 결합패드, 니트

로셀룰로오스막, 흡수 패드로 구성된다(Kim et al., 2011).

간이진단키트의 전처리 조건은 Moon et al.(2012a)의 방법

을 참고하였다. 

표준 용액을 이용한 AFB1 검출

AFB1 표준용액은 10% 메탄올이 첨가된 0.01M PBS

(pH7.4)에 농도별로 각각 희석하여 0, 5, 10, 100, 1,000 µg/

kg로 제작하였다. 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체는 pH

8.8 조건에서 제작하였다(Moon et al., 2012b). 

옥수수 추출물을 이용한 AFB1 검출

건조옥수수는 수원 시내 소매점에서 육안으로 하자가 없

는 상품으로 구입 후 4oC에서 냉장 보관하였다. 옥수수 추

출물은 우선 건조옥수수 500 g을 믹서를 이용하여 곱게 분

쇄한 다음 메탄올과 PBS(5:95, v:v)으로 제작된 125 ml 추

출용액에 분쇄된 건조옥수수 25 g을 넣고 잘 섞어주었다.

그 다음 추출용액과 혼합된 건조옥수수는 800 rpm의 균질

기에서 2시간 동안 추출하였으며 추출물은 5,000 rpm에서

20분간 원심분리를 한 후 상층액을 옥수수 추출물로 이용

하였다. AFB1은 옥수수 추출물에 농도별로 희석하여 0, 5,

10, 100, 1,000 µg/kg 표준용액을 제작하여 준비하였다. 준

비된 용액은 AFB1
 
검출용 시료로 사용하였다.

또한, Ochratoxin A(OTA) 용액은 옥수수 추출물에 농도

별로 OTA를 희석하여 0, 5, 10, 100 1,000 µg/kg로 제작하

여 준비된 AFB1 검출용 간이진단키트에 분주하여 교차반

응성을 확인하였다.

간이진단키트의 이미지분석

간이진단키트의 객관적인 분석과 검출성능의 향상을 위

해 탁상형 스캐너(CanoScan LiDE 200, Canon USA Inc.,

Mehille, NY, USA)를 이용하여 획득한 이미지를 이미지분

석 프로그램인 ImageJ(NIH, USA)를 이용하여 256단계의

명암을 갖는 흑백 이미지로 변환한 다음 검출부의 밝기를

분석하였다.

결과 및 고찰

간이진단키트의 결과 해석

본 실험에 사용된 간이진단키트는 니트로셀룰로오스 막

에 검출선과 표준선이 나타내는 일반적인 간이진단키트와

는 달리 검출부 하나만을 이용하여 대상물질의 존재여부를

확인하였다. 또한 항체를 니트로셀룰로오스 막에 고정화하

여 검출부를 제작하는 직접분석법을 이용하고 있으며

AFB1과 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체의 분자량 차이

로 발생하는 이동속도의 차이를 이용하여 니트로셀룰로오

스 막에서 AFB1을 검출하게 된다.

간이진단키트의 성능평가는 검출부의 색변화를 기준으로

평가하였다. Fig. 1과 같이 검출부에 색이 나타나면 AFB1

이 검출되지 않은 것으로 판단하고 검출부에 색이 나타나

지 않으면 AFB1이 검출된 것으로 판단하였다.

표준 용액을 이용한 AFB1 검출

표지자로 사용되는 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체의Fig. 1. Schematic diagram of the one-dot rapid detection kit.
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민감도 의해 간이진단키트의 성능이 크게 좌우된다. 금나

노입자와 AFB1-BSA 중합체는 검출부의 AFB1-PAb와 결

합하여 색 변화를 나타내게 되는데 이 색의 강도에 따라

간이진단키트의 검출한계가 결정된다. 간이진단키트의 민

감도는 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체의 결합비율과 분

주량, 그리고 검출부에 사용되는 AFB1-PAb의 농도와 분주

량이 간이진단키트의 민감도를 결정하는 주요 요인이다.

본 연구에서는 다양한 비율로 제작된 금나노입자와

AFB1-BSA 중합체와 AFB1-PAb를 제작하여 농도와 분주

량에 따른 간이진단키트의 성능을 평가하였다. 그 결과

Table 1과 같은 조건에서 AFB1 검출용 간이진단키트는 최

적 성능을 나타내었다.

AFB1 표준용액의 농도는 0, 5, 10, 100, 1,000 µg/kg로

제작하였으며 간이진단키트 샘플패드에 AFB1 표준용액을

100 µl 씩 분주한 후 검출부의 색변화를 관찰하였다. 그 결

과 Fig. 2와 같이 AFB1 표준용액의 농도가 0, 5, 10, 100,

1,000 µg/kg 로 증가할수록 검출부의 색의 강도가 약해지는

것으로 나타났다. 특히, AFB1 표준용액의 농도 5 µg/kg 이

상에서는 색의 강도가 현저하게 감소하는 것을 확인할 수

있었다.

옥수수 추출물을 이용한 AFB1 검출

AFB1 표준용액을 검출하기 위해 최적화된 간이진단키트

를 이용하여 식품에 적용할 수 있는지를 검증하기 위해 옥

수수 추출물을 이용하여 AFB1 검출 실험을 수행하였다.

옥수수 추출물을 이용한 실험은 AFB1을 0, 5, 10, 100,

1,000 µg/kg 총 5종류의 농도로 제작하여 간이진단키트의

샘플패드에 100 µl 씩 분주한 후 검출부의 색변화를 관찰

하였다.

실험결과 Fig. 3과 같이 AFB1의 농도가 증가하여도 검

출부의 색의 강도는 감소하지 않고 일정하게 나타났다. 이

것은 금나노입자와 AFB1-BSA와 AFB1-PAb이 강하게 결

합하여 발색이 과도하게 나타난 것으로 판단된다. 따라서

금나노입자와 AFB1-BSA 중합체의 결합비율과 분주량 그

리고 AFB1-PAb의 농도와 분주량을 조절하여 검출부에 나

타나는 색의 강도를 조절하고 최적 제작조건을 재구명하였

다. 조정된 간이진단키트 제작조건은 Table 2와 같이 금나

노입자와 AFB1-BSA 중합체의 결합비율을 100:1에서

200:1로 변경하고 분주량은 2 µl에서 0.5 µl로 변경하였다.

AFB1-PAb의 농도와 분주량은 이전의 결과와 동일하게 유

지하였다. 그 결과 Fig. 4과 같이 시료의 농도가 0, 5, 10,

100, 1,000 µg/kg로 증가할수록 검출부의 색의 강도가 감소

하는 것으로 나타났다.

AFB1 검출용 간이 진단키트의 객관적인 분석과 검출성

능의 향상을 위해 이미지분석을 수행하였다. 이미지분석을

Table 1. Optimized fabrication conditions of the one-dot rapid
detection kit for standard AFB1 solution.

Optimum condition Amount (µl)

Gold nanoparticle: AFB1-BSA 100:1 2

AFB1-PAb 2.1 mg/ml 0.5

Fig. 2. Detection results for standard AFB1 solutions of 0, 5, 10,

100, 1000 µg/kg.

Fig. 3. 1st detection results for extracted AFB1 solutions of 0,

5, 10, 100, 1000 µg/kg in corn. 

Table 2. Fabrication conditions of the one-dot rapid detection
kit for extracted AFB1 solution.

Optimum condition Amount (µl)

Gold nanoparticle: AFB1-BSA 200:1 0.5

AFB1-PAb 2.1 mg/ml 0.5

Fig. 4. 2nd detection results for extracted AFB1 solutions of 0,
5, 10, 100, 1000 µg/kg in corn.

Fig. 5. Grayscale values for AFB1 concentration of 0, 5, 10,

100, 1000 µg/kg (a) Detection results using the standard AFB1

solution, (b) Detection results using the extracted AFB1 solution
in corn).
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수행하여 Fig. 5와 같이 표준용액과 옥수수 시료를 이용한

실험결과를 나타내었다. 이 결과는 간이진단키트의 검출부

이미지를 측정한 다음 256단계의 흑백이미지로 변환한 후

수치화한 결과이다. 그림에서 y축 값 256에 가까울수록 흰

색을 나타내며 0에 가까울수록 진한 검은색을 나타낸다.

표준용액을 이용한 실험결과는 전체적으로 색의 강도가 약

하게 나타났으며 AFB1의 농도가 0µg/kg 일 때와 1,000µg/

kg일 때 색의 강도 차이가 약 6정도로 나타났다. 옥수수

시료에서 측정된 실험 결과는 표준용액을 이용한 실험결과

에 비해 색의 강도차이가 큰 것으로 나타났으며 AFB1의

농도가 0 µg/kg 일 때와 1,000 µg/kg일 때 색의 강도 차이

가 약 17정도로 나타났다. 이미지분석을 수행한 결과 옥수

수 시료에서 AFB1의 검출한계는 5 µg/kg이였으며 검출한

계를 기준으로 AFB1의 존재여부를 분명히 파악할 수 있

었다. 그러나 색의 강도의 차이가 오차범위 내에서 구분이

어려우므로 정량적인 분석을 위해서는 향후 결과 값의 색

의 강도 차이를 개선해야 할 것으로 판단된다.

이러한 실험결과는 기존의 간이진단키트를 이용한 AFB1

검출결과와 유사한 결과를 나타낸다(Xiluan et al., 2006;

Shim et al., 2007; Anfossi et al., 2011). 최적화된 AFB1

간이진단키트의 검출한계는 5 µg/kg로 국내의 AFB1 식품

규격기준인 10 µg/kg를 만족하고 있다. 이는 AFB1을 개별

적으로 관리하는 EU의 영유아용 곡류가공품 및 이유식

(0.1 µg/kg)의 기준규격을 제외한 대부분 국가의 기준규격

을 만족하는 결과이다. 그러나 본 실험은 one-dot 간이진단

키트를 사용하므로 기준선에 사용되는 항체를 사용하지 않

으므로 원가를 절감하고 2종 이상의 독소를 검출하는데

유리한 장점을 가지고 있다. 또한 기존의 간이진단키트는

검출부의 발색여부에 따라 검출대상의 존재유무를 판단하

는 정성적인 분석에 주로 사용하였다. 그러나 본 실험의

이미지분석 결과에 따르면 색의 강도 차이를 개선한다면

정성적인 분석뿐만 아니라 정량적 분석 역시 가능할 것으

로 나타났다.

곰팡이독소 교차반응실험

최적화된 AFB1 검출용 간이진단키트를 이용하여 OTA

의 교차반응성을 평가하였다. 교차반응성을 검증하기 위해

옥수수 추출물에 OTA의 농도를 0, 5, 10, 100, 1,000 µg/

kg로 희석하여 시료를 제작하고 이 시료를 AFB1 간이진

단키트에 주입하여 교차반응성을 평가하였다. 그 결과 Fig.

6과 같이 OTA의 농도가 0에서 1,000 µg/kg 까지 증가하여

도 시료에 AFB1이 존재하지 않는 경우와 마찬가지로 검

출부에서 색이 진하게 나타났으며 AFB1의 농도에 따른

검출부의 색변화 역시 나타나지 않았다. 따라서 본 연구에

서 제작된 AFB1 검출용 간이진단키트는 다른 곰팡이 독

소와 교차하여 반응하지 않는 것을 확인할 수 있었다.

결 론

본 연구는 곡류에서 빈번하게 발생하고 있는 AFB1을

간이진단키트를 이용하여 국내 식품 규격기준이상으로 검

출하기 위하여 수행되었다. 간이진단키트는 새로운 간이진

단키트 분석법인 one-dot 간이진단키트를 이용하였으며 결

합패드의 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체는 검출부의

AFB1-PAb와 결합하여 색 변화를 나타낸다. 이 때 검출부의

색의 강도에 따라 간이진단키트의 검출한계가 결정된다. 따

라서 간이진단키트의 검출한계를 결정하는 중요인자인 금

나노입자와 AFB1-BSA 중합체의 결합비율과 분주량 그리

고 검출부에 사용되는 AFB1-PAb의 농도와 분주량을 조절

하여 간이진단키트의 성능을 평가하고 최적 제작조건을 규

명하였다. 이 연구결과를 요약하면 다음과 같다.

첫째, AFB1 표준용액 검출을 위해 금나노입자와 AFB1-

BSA 중합체의 결합비율은 100:1, 분주량은 2 µl, AFB1-

PAb의 농도는 2.1 mg/ml, 분주량은 0.5 µl인 조건에서 간이

진단키트를 제작하였다. 그 결과 표준용액을 이용한 AFB1

검출 한계는 5 µg/kg 로 나타났다.

둘째, 옥수수 추출물 내에 존재하는 AFB1을 검출하기 위

해 금나노입자와 AFB1-BSA 중합체의 결합비율은 200:1, 분

주량은 0.5µl, 그리고 AFB1-PAb의 농도는 2.1 mg/ml, 분주

량은 0.5µl인 조건으로 간이진단키트를 제작하였다. 그 결과

옥수수 추출물에 희석된 AFB1의 검출한계 역시 5µg/kg로

나타났다.

셋째, 본 연구결과는 국내뿐만 아니라 일본과 EU 등의

국제적인 AFB1 기준인 10 µg/kg을 만족하고 있다.
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