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요 약

생촉매인 효소의 기질선택성은 다양한 분야에서 유용하게 이용되고 있다. 그 중에서도 효소결합면역흡착검사(enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA)는 항원항체의 결합을 항체와 공유결합된 효소의 반응으로 나타냄으로써 다양한

항원들의 진단을 가능케 했다. 하지만 기존의 효소결합면역흡착검사는 하나의 항체당 하나의 효소가 결합된 형태이기

때문에 감도(sensitivity)의 증가 폭에 그 한계가 있으며, 이를 극복하기 위한 방안으로 하나의 항체당 결합된 효소의 수

를 증가시킴으로써 혁신적인 감도의 향상을 가져오는 연구가 진행되었다. 최근 나노바이오촉매(nanobiocatalyst, NBC)

접근방식을 이용한 효소활성의 안정화는 효소결합면역흡착검사의 감도 향상뿐만 아니라 그 성능의 안정성을 확보할

수 있는 연구결과로 이어지고 있다. 본 총설에서는 일반적인 효소결합면역흡착검사의 기본적인 원리와 감도향상을

위한 연구, 그리고 성능안정성(performance stability)을 향상시키기 위한 나노바이오촉매-결합면역흡착검사

(Nanobiocatalyst-Linked Immunosorbent Assay, NBC-LISA)에 대하여 살펴보고자 한다.

Abstract − Enzymes are being used in various fields due to their unique property of substrate specificity. Enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA) has enabled the detection of various antigens by reporting the binding event of

antigen and antibody via enzyme-catalyzed reaction. However, the sensitivity improvement of conventional ELISA has

been limited because only one enzyme molecule is conjugated to one molecule of antibody. To overcome this limitation

and further improve the sensitivity of ELISA, there have been efforts to increase the number ratio of enzymes to anti-

body. Recently, the nanobiocatalytic approaches, with their successful enzyme stabilization, improved the performance

stability as well as sensitivity in a modified protocol of ELISA. The present paper introduces the basic principle of

ELISA, and the recent efforts to improve sensitivity and performance stability of ELISA by using the nanobiocatalytic

approaches.
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1. 서 론

효소는 생명체내의 화학반응을 촉진하는 생촉매로서, 효소의 기질

선택성은 화학변환(chemical conversion)[1], 생물정화(bioremediation)[2],

바이오센서(biosensor)[3] 등과 같은 다양한 분야에서 이용되고 있다.

특히 효소결합면역흡착검사(enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA)는 효소가 의료 분야에 응용된 대표적인 사례라 할 수 있다.

효소결합면역흡착검사는 효소를 항체에 결합시킴으로써 항원과 항

체의 면역반응을 효소의 활성을 통하여 분석할 수 있는 검사방법이

다. 효소결합면역검사는 체내의 병원균 및 바이러스를 특이적으로

검사할 수 있는 장점 때문에 현재 다양한 분야에서 활용되고 있다.

Frost & Sullivan의 “Strategic Analysis of the Global In Vitro Diagnostics

Market” 보고서에 따르면, 전 세계 체외 진단(in vitro diagnostics,

IVD) 시장은 2009년 기준 387억 달러 규모로 평가되었다. 이 당시

ELISA를 포함하는 면역화학적 진단(immunochemistry diagnostics)

분야의 경우, 전체 체외 진단 시장에서 가장 성숙된 분야로 분석되

었으며, 시장은 가장 큰 규모인 35.8%(138억 달러)를 차지하는 것으

로 보고되었다. 앞으로 2014년까지 연 평균 5%를 넘는 성장세로 체

외 진단 시장 규모가 503억 달러에 달할 것으로 전망하고 있다. 중

국 및 인도와 같은 신흥 국가들의 시장 규모가 크게 확대되면서 면

역화학적 진단 분야는 연 평균 5% 이상의 성장으로 2014년에 180

억 달러 이상의 시장 규모로 확대될 것으로 보인다[11].

기존의 효소결합면역흡착검사는 하나의 항체당 하나의 효소가 결

†To whom correspondence should be addressed.
E-mail: jbkim3@korea.ac.kr
‡이 논문은 고려대학교 홍석인 교수님의 정년을 기념하여 투고되었습니다.



388 이인선·황상연·김중배

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 49, No. 4, August, 2011

합된 형태이기 때문에 감도(sensitivity)의 증가 폭에 그 한계가 있으

며, 이를 극복하기 위한 방안으로 하나의 항체당 많은 효소를 결합

시킴으로써 효소결합면역흡착검사의 감도를 혁신적으로 향상시키기

위한 연구가 제안되었다[4]. 효소결합면역흡착검사는 외부환경(온도

및 pH 등)의 변화에 따른 효소의 변성(denaturation)에 의해 효소의

활성이 유지되지 못하고, 이로 인해 성능안정성(performance stability)

이 크게 떨어지는 단점이 있다. 하지만 대부분의 연구는 감도를 향

상하려는 노력에만 국한되어 왔으며, 성능안정성의 향상을 위한 연

구는 미비한 실정이었다. 

최근 효소활성을 획기적으로 안정시킬 수 있는 나노바이오촉매

(nanobiocatalyst, NBC) 기술이 다양한 분야에서 성공적으로 응용되

고 있고, 그 한 예로서 나노바이오촉매를 기반으로한 새로운 개념의

효소결합면역흡착검사방법이 제안되었다[5,6]. 본 총설에서는 일반

적인 효소결합면역흡착검사의 기본원리와 감도향상을 위한 연구, 그

리고 성능안정성과 감도를 동시에 향상시킬 수 있는 나노바이오촉매

-결합면역흡착검사(Nanobiocatalyst-Linked Immunosorbent Assay,

NBC-LISA)에 대하여 살펴보고자 한다.

2. 효소결합면역흡착검사(ELISA)

2-1. 효소결합결합면역흡착검사(ELISA)

효소결합면역흡착검사는 항체의 항원에 대한 특이성과 효소의 기

질선택성 및 촉매반응을 이용하여 바이러스, 병원균 등의 다양한 항

원의 유무 및 정량화를 실현하는데 사용되는 면역분석법의 일종이다.

분석하고자 하는 항원을 탐지하기 위해서 효소결합면역흡착검사에

서는 효소가 표지된 항체(enzyme conjugated antibody)를 이용한다.

Fig. 1은 가장 보편적으로 사용되는 샌드위치 효소면역흡착검사

(sandwich-ELISA)의 개요를 도식적으로 나타내고 있다. 1960년대부

터 면역검사를 위해 이용되어 온 방사성 표지(radioactive label)와 비

교하여 효소표지(enzyme label)는 효소자체가 가지는 기질선택성과

그 촉매반응으로 인한 높은 효율성을 기대할 수 있을 뿐만 아니라,

안전성도 뛰어나다고 할 수 있다. 이와 같은 장점을 바탕으로 하여,

방사성면역측정법(radioimmunoassay, RIA)[7]을 대체할 수 있는 효

소결합면역흡착검사 시스템을 1971년에 Perrlmann[8]과 Schuurs[9]

의 두 그룹이 독립적으로 발표하였다. 이들의 결과를 바탕으로 1976

년, Oraganon Teknika사에서 B형간염표면항원(hepatitis B surface

antigen, HBsAg)을 탐지할 수 있는 효소결합면역흡착검사 시스템을

세계 최초로 상업적으로 제품화하는데 성공했다[10]. 

2-2. 효소결합면역흡착검사의 감도 향상에 관한 연구

효소결합면역흡착검사는 효소표지항체가 탐지한 항원의 양을 효

소반응의 신호로 나타내는 메커니즘을 기반으로 하고 있다. 하지만

기존의 효소결합면역흡착검사에서는 항체 하나에 하나의 효소가 결

합됨으로써 감도를 향상시키는 데 제한이 있을 수 밖에 없었다. 감

도를 향상시키기 위한 방안으로서 단위 항체 당 효소의 수를 증가시

키는 방법이 제시되었다.

Wang 연구팀[4,12]은 탄소나노튜브(carbon nanotubes, CNTs) 위

에 알칼리성 인산분해효소(alkaline phosphatase, ALP)를 다층구조

(layer by layer (LBL) assembly) 형태로 집적한 복합체를 만든 후 그

위에 항체를 공유결합하였다(Fig. 2A). 항체 하나당 고정화된 효소

의 비율을 증가시킴으로써, 기존의 효소결합면역흡착검사에 비해 감

도를 1,000배 이상 높인 결과를 얻었다.

Yu 등[13]은 양고추냉이 과산화효소(horseradish peroxidase, HRP)

와 항체를 탄소나노튜브 위에 동시에 공유결합시킴으로써 전립선암

의 바이오마커인 전립선특이항원(prostate specific antigen, PSA)을

4 pg/ml의 농도까지 탐지할 수 있는 결과를 발표하였다. Malhotra 등

[14]은 같은 접근방식을 활용하여 인터루킨-6(interleukin-6, IL6)를

탐지하는 시스템을 개발하고 기존의 시스템에 비해 5배 이상 감도가

향상되고 검출한계(limit of detection, LOD)를 60배 이상 낮춘 결과

를 얻었다.

단위 항체당 효소의 수를 증가시키는 방법의 하나로 Monroe 등

[15]은 리포좀을 이용한 효소면역검사(liposome immunolysis assay,

LILA)에 대한 연구를 발표하였다. 리포좀의 경우 지질 이중막으로

구성되어 있으며 막 사이는 지질성(lipophilic), 막 내부는 친수성

(hydrophilic)으로 이루어져있어 지질성 또는 친수성 물질을 포집하

는 데 많이 이용되고 있는 물질이다. 효소를 리포좀 내부에 포집한

후 항체를 표면에 고정화 하여 효소면역검사를 실시하였다. 하지만,

Monroe의 방법은 리포좀 내에 포집된 효소와 기질이 반응을 하는데

Fig. 1. Schematic of sandwich ELISA(enzyme linked immunosorbent

assay).

Fig. 2. Modified ELISA’ approaches based on (A) the layer-by-layer

(LBL) assembly[4] and (B) liposome immunoassay(LIA)[16].
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리포좀 자체가 방해막으로 작용을 하게 되어 리포좀 제거과정(lysis)

이 추가적으로 필요하다. 이는 빠른 검사를 위한 효소면역검사의 응

용에는 걸림돌이 되었다. 

이를 수정 보완한 방법이 Hwang 등[16]에 의해 발표된 리포좀 기

반 효소면역검사(liposome immunoassay, LIA)이다. Fig. 2B와 같이

리포좀 내부의 양고추냉이 과산화효소를 포집하고, 리포좀 외부에

항체를 고정화하였다. 기질로서는 4-CN(4-chloronaptol)을 사용함으

로써 리포좀 내부에 침투하여 양고추냉이 과산화효소와의 반응 후

고분자화되어 리포좀 외부로 반응물이 유출되지 않게 함으로써 전통

적인 효소결합면역흡착검사와 비교하여 검출한계를 64배 정도 낮추

었다. 이 연구는 세척과정(washing step)에서도 효소-기질의 반응물

이 소실되지 않는다는 것과 반응물이 눈으로 식별이 가능하다는 장

점을 이용한 고감도 휴대 가능한 단백질 어레이(protein array)로의

응용 가능성을 보여주었다. 또한 앞서 설명한 연구들과는 달리 리포

좀 안에 포집된 양고추냉이 과산화효소는 나노물질 표면에 고정화된

것이 아닌 리포좀 내에서 유리효소(free enzyme)의 형태를 띠고 있

어, 고정화에 수반되는 효소의 활성 감소를 최소화 하면서 항체당 효

소의 비를 증가시킬 수 있었다.

3. 나노바이오촉매(NBC)

3-1. 나노바이오촉매(NBC) 접근방식

앞서 설명한 다양한 연구에서는 공통적으로 항체 당 효소의 비를

증가시키는 방법을 이용하여 기존의 효소결합면역흡착검사에 비해

감도를 향상시켰다. 집적된 효소를 이용한 신호 증폭은 극도로 적은

농도의 항원을 탐지할 수 있으며, 항원의 양을 좀 더 정밀하게 측정

할 수 있게 하였다. 하지만, 다양한 조건에서 효소결합면역흡착검사

의 성공적인 분석을 위해서는 감도뿐만 아니라 그 성능안정성

(performance stability)도 중요한 요소이다. 항체와 결합된 효소는 주

변 환경의 변화(온도 및 pH의 변화)에 따라 단백질 구조가 변성

(denaturation)되어 비활성화될 수 있고, 이는 효소결합면역흡착검사

성능의 불안정성으로 이어지게 된다. 일반적으로 장비가 잘 갖추어

진 실험실에서는 효소결합면역흡착검사를 위한 대부분의 시료를 냉

장보관함으로써 성능안정성을 확보할 수 있다. 그러나, 생화학전 및

테러에 대한 준비 및 고온의 사막과 같은 극한조건, 또는 현장테스

트(field test) 등을 위한 효소결합면역검사의 성공적인 분석은 효소

안정성의 확보가 필수적인 요소라고 할 수 있다. 

최근 효소의 안정성을 획기적으로 증가시킬 수 있는 나노바이오

촉매(nanobiocatalyst, NBC) 접근방식으로서 나노효소반응기(nanoscale

enzyme reactor, NER)[17-19] 및 효소코팅(enzyme coating, coatings,

ECs)[20-22]) 기술이 발표되었다. 효소활성이 안정화된 나노바이오

촉매들은 효소결합면역흡착검사[5,6]뿐만 아니라 단백질 분해(protein

digestion) [21], 바이오센서[3] 및 바이오 연료전지[23] 등의 다양한

분야에서 그 실제 응용 가능성을 보여주고 있다. 

3-2. 나노효소반응기(NER)과 효소코팅(EC)

효소의 활성을 향상시킬 수 있는 나노바이오촉매(nanobiocatalyst,

NBC) 접근방식으로서 나노효소반응기(nanoscale enzyme reactors,

NER)와 효소코팅(enzyme coatings, ECs)에 대해 간략히 살펴보고자

한다. 

일반적으로 나노세공성 물질을 효소고정화에 이용하는 경우, 효소

의 단순 흡착이 많이 쓰이고 있다. 이러한 접근방식은 효소가 기공

에서 빠져 나오는 것을 방지할 수 없기 때문에 그 안정성이 크게 떨

어지는 단점이 있다. Lee 등[17]은 40 nm 크기의 구형구조기공과 13

nm 크기의 채널기공이 혼재한 나노세공성 물질을 합성하고, 효소를

단순흡착한 후에 서로 가교결합을 시킴으로써 효소가 빠져 나오지

못하게 하는 쉽-인-어-바틀(ship-in-a-bottle) 형식의 나노효소반응기

방법을 개발하였다(Fig. 3A). 단백질분해효소인 키모트립신(alpha-

chymotrypsin, CT)의 나노효소반응기를 합성함으로써, 효소 담지량

을 효소가 단순 흡착된 경우보다 약 5배 정도 증가시켰으며, 한 달

동안 활성이 일정하게 유지될 수 있는 결과를 얻었다[18]. 또한 자성

분리가 가능한 나노세공성 물질을 사용함으로써 반복 사용이 가능한

나노효소반응기를 개발하였다[19].

나노세공성 물질과는 다르게 나노섬유 및 나노입자의 형태를 이

용하는 경우에는 효소를 나노물질의 외부에 흡착 혹은 공유결합을

시킴으로써 효소와 나노물질의 복합체를 만들었다. 하지만 Kim 등

[20]은 Fig. 3B와 같이 polystyrene과 poly(styrene-co-maleic anhydride)

기반의 나노섬유 위에 키모트립신을 공유결합한 상태에서 추가적으

로 많은 양의 키모트립신을 가교결합시킴으로써 효소가 다층구조의

형태로 고정화되는 효소코팅 방법을 개발하였다. 효소코팅은 기존의

방법에 비해 다량의 키모트립신을 고정시킬 수 있어서 나노섬유 단

위 무게당 효소의 활성을 증가시킬 수 있을 뿐만 아니라 효소 간의

가교결합을 통해서 활성의 안정성을 증가시킬 수 있는 장점이 있다. 이

러한 연구의 연장선 상에서 Kim 등[21]은 트립신(trypsin, TR)의 활

Fig. 3. Nanobiocatalysts: (A) nanoscale enzyme reactors(NER), and (B) enzyme coatings(ECs).
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성이 1년 이상 안정될 수 있는 획기적인 연구 결과를 발표하고, 이를

활용하여 프로테오믹 분야의 단백질 분해에 그 응용 가능성을 보이

기도 하였다. 최근에 Kim 등[22]은 기존의 단순 효소코팅 방법에서

발전된 형태로써 효소석출(enzyme precipitation) 및 가교결합

(crosslinking)을 이용하여 당산화효소(glucose oxidase, GOx)를 나노

섬유 및 탄소나노튜브에 고정시키는 새로운 효소코팅 방법을 도입하

였다. Kim은 이러한 접근방식을 통해 기존의 효소코팅 방법에 비해

효소 담지량을 20배 이상 증가시키고, 효소의 활성이 200일 이상 지

속적으로 유지될 수 있음을 보였다.

4. 나노바이오촉매 기반 효소결합면역흡착검사

(NBC-LISA)

앞서 설명한 나노바이오촉매의 높은 효소 담지량과 효소 안정성

의 장점을 활용한 변형된 효소결합면역흡착검사에 대한 연구가 진행
Fig. 4. Comparison of (A) conventional ELISA and (B) nanobiocata-

lyst-linked immunosorbent immunosorbent assay(NBC-LISA).

Fig. 5. Schematic diagrams of (A) NER-LISA using mesoporous silica[5] [Biosens. Bioelectron. 25 (2009) 906-912, Copyright© 2010 Elsevier B.V.,

All rights reserved], and (B) NER-LISA using mesoporous carbon[6] [Analyst 134 (2009) 926-932, Copyright © The Royal Society of

Chemistry 2010, All rights reserved]. 
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되고 있다. Fig. 4에서와 같이 효소결합면역흡착검사에서 하나의 효

소분자 대신에 나노바이오촉매를 활용할 경우, 효소반응에 의해 발

생되는 신호를 증폭시킬 수 있을 뿐만 아니라, 그 신호를 안정시킬

수 있어서, 앞서 설명한 극한 조건에서도 사용할 수 있는 효소결합

면역흡착검사의 가능성을 보여주고 있다.

Piao 등[5]은 나노효소반응기 방법을 이용해서 나노세공성 실리카

(mesoporous silica)의 내부에 당산화효소와 트립신을, 외부에는 항체를

고정화함으로써 나노바이오촉매 기반의 효소결합면역흡착검사 시스

템을 구축하였다(Fig. 5A). 이를 통해 인간 면역글로불린 G(human-

IgG)를 67 pM까지 측정할 수 있음을 보였으며, 기존의 효소결합면

역흡착검사에 비해 약 20배 이상의 감도 증가를 확인하였다. 또한 당

산화효소와 트립신(trypsin)이 각각 고정화된 두 종류의 입자들을 가

지고 두 가지 다른 항원들을 동시에 탐지할 수 있는 다중항원진단방

법(multiplexed immunoassay)을 성공적으로 개발하였다.

또한 Piao 등[6]은 나노세공성 탄소의 일종인 MSU-F-C를 활용하

여 나노효소반응기 방법을 통해 양고추냉이 과산화효소를 세공 내부

에 고정하고 항체를 외부에 고정화하였다(Fig. 5B). 분광광도계

(spectrophotometer)를 통해 광학적으로 측정한 결과, 인간의 면역글

로불린 G의 검출범위(dynamic range)가 5 ng/ml에서 100 ng/ml로

측정되었으며, 검출한계가 33 pM임을 확인하였다. 또한 일반적인 효

소결합면역흡착검사와 비교하여 40 °C의 극한의 환경에서도 효소에

의해 발생하는 신호가 24시간 이상 거의 일정하게 유지됨을 확인함

으로써, 나노바이오촉매 기반의 효소결합면역흡착검사가 외부 환경

변화에 매우 견고하다는 것을 보였다.

나노바이오촉매 기반의 효소결합면역흡착검사는 나노바이오촉매

에 의한 효소활성 증가와 더불어 효소 안정성을 활용함으로써, 그 감

도와 성능안정성을 동시에 개선할 수 있다. 이러한 측면에서 나노바이

오촉매 기반 효소결합면역흡착검사는 전통적인 효소결합면역흡착검

사의 한계를 극복할 수 있는 새로운 방향을 제시할 것으로 사료된다.

5. 결 론

본 총설에서는 효소결합면역흡착검사의 감도와 성능안정성을 확

보할 수 있는 다양한 노력에 대해 살펴보았다. 또한 나노기술이 효

소기술에 응용된 형태로서 나노바이오촉매를 합성하는 여러 방법에

대해 간략히 살펴보았고, 나노바이오촉매가 가진 장점들과 이를 활

용한 나노바이오촉매 기반 효소결합면역흡착검사가 갖는 우수한 효

과에 대해 논하였다. 나노바이오촉매를 이용한 효소면역흡착검사의

경우, 나노바이오촉매의 높은 담지량을 이용하여 감도를 향상시킬

수 있을 뿐만 아니라, 나노바이오촉매의 높은 효소안정성을 기반으

로 성능안정성을 확보할 수 있는 가능성을 보여주고 있다. 또한 단

분자 효소입자(single enzyme nanoparticles, SENs)[24]와 같은 새로운

나노바이오촉매 기술들이 개발되고 있는 상황을 고려할 때, 앞으로의

나노바이오촉매 기반 효소결합면역흡착검사 방법의 발전가능성이 높

게 평가될 수 있다. 이러한 발전 양상이 유지된다면 나노바이오촉매

기반의 효소결합면역흡착검사는 감도와 성능안정성의 확보를 통해

보다 다양한 분야에서 성공적인 응용을 실현하리라 예상된다.
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