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내독소는 그람 음성균의 외벽 구성 물질로 외부 세포막, 즉

세포벽에 존재하며 세균 표면적의 75%를 차지하고 있으며,

박테리아가 증식하거나 사멸될 때 세포의 벽이 깨지면서 외

부로 방출된다[9]. 내독소는 신체 내 감염되어 증식중인 그람

음성균으로부터 분비되어 이것이 혈류 내로 유입되어 순환하

면서 면역반응을 일으킨다. 내독소는 혈액 속으로 두 가지 방

법으로 유입된다. 하나는 생체 외부에서 그람 음성균이 체내

로 직접 감염되는 경우이고, 나머지 하나는 외상과 같은

systemic insults에 의해서 장 막의 투과성이 증가함에 의해

생체 내의 그람 음성균이나 그 파편들이 혈액 내로 이동하는

경우이다[21]. 내독소는 200-1,000 kDa 정도로 매우 크기가

크고, 단백질이 변성되는 고온(100oC 내외)에서도 활성이 유

지 되는 등 생물학적으로 매우 안정적인 물질이다[19]. 따라

서 내독소의 활성을 파괴하기 위해서는 200oC 이상의 고온이

나 강산 또는 강염기 조건에서 몇 시간 이상 반응 시켜야 한

다. 이와 같은 구조적 안정성을 통해 내독소는 패혈증, 수막

염균혈증(meningococcemia) 그리고 장내 세균 전이로 인한

합병증 등과 같이 다양하고 심각한 임상 증상을 나타낸다[21]. 

내독소에 의한 증상은 숙주의 면역계통, 응고계통, 신경호

르몬계통 등 신체의 다양한 기능계통에 영향을 주어 이와 관

련된 전신반응으로 나타나기 때문에 복잡하고 다양한 임상

반응을 보인다[12]. 패혈증은 중증 패혈증(severe sepsis)과

패혈성 쇼크(septic shock) 그리고 복합 장기부전 등으로 진

행되고 사망률이 50% 이상에 이르는 심각한 질환이며 많은

경제적 부담을 증가시키고 있다[6]. 비인두에 자연적으로 서

식하고 있는 그람 음성균인 N. meningitidis에 의해 발생된

내독소는 신경계 조직에 손상을 주어 뇌수막염을 일으켜 높

은 사망률을 보인다[4]. 내독소는 inflammatory bowel

disease [23], 알코올성 간 질환, 간경변, 황달 환자들에서

LPS level이 높아져 있고, 내독소가 여러 간 질환 및 합병증
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을 일으키는 원인으로 알려져 있다[3, 18]. 낭성 섬유증 환자

들은 Pseudomonas aeruginosa와 같은 그람 음성균에 의한

폐 감염이 유발되고 내독소에 노출되어 천식에 걸렸을 때와

비슷한 호흡기적 증상을 보이며, 지속적인 내독소의 노출에

의해 호흡계의 기능이 감소한다[13]. E. coli O157:H7은 신

부전증, 용혈성 빈혈, 혈소판 감소증, 출혈성 장염등으로 특

징되어지는 생명을 위협하는 용혈성 요독 증후군을 일으킨

다[11]. 외상으로 인한 심각한 출혈은 쇼크를 일으키고 이는

복부 장기에 혈액 부족으로 인한 국소 빈혈로 장기 내 정상

세균무리가 다른 장기로 파급 되 장내 세균전위가 일어나며

[17], 패혈증이나 다발성 장기부전의 주요 원인인 그람 음성

균과 부산물인 내독소가 급격하게 생성된다[1]. 또한 심혈관

계 수술이나 화상의 경우에도 장내 세균전위로 인한 비 정

상적인 염증 반응을 일으키고 회복 시간을 더디게 하여 패

혈증으로 진행될 수 있다. 이 외에도 음식물, 물, 특정 백신

등 도처에 존재하는 내독소는 자가면역질환의 발달과 지속

에 관련이 있을 것으로 추측된다. 

현재 내독소에 의한 다양한 임상적 질환의 치료를 위해 즉

각적인 소생법과 항생제 주사 등 단순한 생명유지 방법만이

수행되고 있다. 그러나 이는 근본적인 치료가 되지 않고 있

으며, 그 원인으로는 내독소에 의한 패혈증 및 합병증이 매

우 다양하고 여러 질병에 걸쳐 나타나기 때문이다. 이러한

내독소에 의한 다양한 임상적 질환의 치료를 위해서는 무엇

보다도 조기진단 및 치료가 가장 우선시 되고 있다[12]. 특

히, 패혈증의 근본 원인인 내독소의 정확한 진단이 가장 중

요하다. 현재 내독소를 검사하기 위해 널리 쓰이고 있는 방

법으로는 여러 가지 방법이 있지만 그 중에서도 LAL test 방

법이 가장 널리 사용되고 있다. LAL test는 투구게의 순환

혈액세포 추출물이 내독소와 반응하면 겔을 형성하는데 이

때 형성된 겔을 겔화법(gel clot), 비탁법(KTA: kinetic

turbidimetric assay), 비색법(KCA: kinetic chromogenic

assay)으로 측정 및 분석하는 방법이며[9], 사람 혈장 또는

혈청에서 내독소의 측정에 널리 이용되고 있다. 겔화법은 가

장 간단한 측정 방법이지만 감도는 최대 0.03 EU/ml까지 측

정 가능하며, 세가지 LAL test 중 가장 감도가 낮다. 비탁법

은 LAL 시약과 내독소 과의 clotting 반응에 의한 탁도 변화

를 340 nm에서 광학분석장치로 측정하는 방법으로 LAL test

에서 가장 감도가 좋은 시험방법이다. 비색법은 chromogenic

substrate가 endotoxin-activated clotting enzyme에 의해

분해되면서 노란색을 발색하는데 이를 405 nm에서 발색 정

도를 측정하는 방법이다.

LAL test는 사용하기 간편하고 내독소와 특이적으로 반응

한다는 장점이 있지만, 사람 혈청에 존재하는 내독소를 측정

하려 할 때 혈청 내 고농도의 구성 단백질들이 LAL과 내독

소의 반응을 방해 해 비 특이적인 결과를 얻게 된다는 문제

점이 있다. 특히 내독소는 흡착력이 좋아 라이소자임[15], 락

토페린[8] 및 트랜스페린[2]에도 잘 결합하는 것으로 알려져

있기 때문에 혈청 내에 존재하는 내독소를 여러 구성단백질

들로부터 효과적으로 분리하여 그 양을 정확하게 측정 하기

가 쉽지 않다. 본 연구에서는 단백질 변성 온도에서 먼저 단

백질들을 변성 시킨 후 간단한 원심분리를 이용한 단백질침

강법을 이용해 혈청에서 단백질들을 제거시키고, 그 추출액

과 LAL 반응을 시킬 경우 보다 정확하고 반복적인 내독소

의 검사가 가능함을 생체 내 외에서 확인하였다. 

재료 및 방법

재료 및 실험동물

LAL test용 시약은 표준곡선을 작성하기 위해 E. coli

055:B5에서 분리한 control standard endotoxin (CSE)과

LAL reagent를 용해시키기 위해 사용되는 LAL reagent

water (LRW), 그리고 분말 형태의 amebocyte lysate (LAL

reagent)를 다이아텍 코리아에서 구입하여 사용하였다. 인간

혈청을 희석시키기 위해서는 dispersing agent (BD100

buffer)를 사용하였다. LAL test에 이용되는 96 well plate,

micro tube, micro tips 등은 모두 pyrogen free (Axygen,

USA) 제품을 사용하였다. LAL의 측정은 turbidimetric

assay 방법을 사용하였으며, 분석 장치로는 Spectra MAX

190 (Molecular devices, USA)을 이용하였다. In vivo 실험

을 위해 13주 된 암컷의 C57BL/6종의 마우스를 사용하였다.

E. coli 055:B5종에서 분리한 LPS (L2880, Sigma, USA)를

사용하였고, 사용하였고, E. coli는 DH5α 종을 배양하여 각

각 마우스에 주사하였다. 

모든 동물실험 절차는 건국대학교 실험동물위원회(The

Institutional Animal Care and Use Committee, Permit

Number : KU11107)의 승인 하에 실험동물 보호 및 사용에

대한 가이드를 준수하여 실험하였다.

내독소 측정방법

내독소를 측정하는 여러가지 방법 중 LAL 방법을 사용하

였다[16]. 혈청을 dispersing agent로 1/10 희석하고, CSE를

0.5, 0.05, 0.005 EU/ml이 되도록 처리하였다. 각각을 80oC,

100oC에서 10분 동안 가열 및 끓이고, 16,100 ×g에서 10분

동안 원심분리한 후 그 중 100 µl만 96 well plate로 옮겼다.

LAL reagent를 100 µl씩 각각 넣고 37oC에서 1시간 동안 교

반 없이 반응시켜 340 nm에서 0.05 optical density에 도달

하는 시간을 측정하는 방법인 kinetic turbidimetric assay

방법으로 측정하였다.



244 Choi et al. 

http://dx.doi.org/10.4014/kjmb.1301.01010

LPS 주사 및 혈청분리

13주령 C57BL/6 마우스에 E. coli 055:B5 종에서 분리한

LPS (L2880, Sigma, USA) 100 µg을 복강주사 하고 12시간,

60시간 후에 희생시킨 후 심장으로부터 대량 혈액을 채취하

고 원심분리하여 혈청을 얻어 LAL test로 측정하였다. 

E. coli 주사 및 혈청분리

E. coli (DH5α)를 Luria-Bertani (LB) 배지 상에서 37oC,

300 rpm의 조건으로 진탕배양기에서 12시간 배양하였다. 새

로운 LB 배지에 2차 배양 후 spectrophotometer를 사용하여

600 nm에서 흡광도 값이 0.4-0.6이 나오도록 1시간 마다 측

정하였다. 2,000 ×g에서 원심분리 하여 E. coli를 배지와 분

리 후 가라앉은 E. coli를 PBS로 세척한 후에 1 × 106개/400 µl

가 되도록 세균 수를 계산하여 PBS에 희석하였다. 13주령

C57BL/6 마우스에 400 µl의 PBS에 희석한 1 × 106개 E.

coli를 복강 내 주사하고, 12시간, 40시간 후 안와정맥에서

혈액을 채취 한 후 원심분리하여 혈청을 얻고 이것을 LAL

test로 측정하였다. 

결과 및 고찰

원심분리를 하지 않은 경우 혈청 내 내독소의 LAL 측정값

이 불안정하다.

우선 LAL test법을 이용한 기존의 내독소를 측정방법에

어떠한 문제점이 있는지를 규명하기 위해 혈청에 알려진 양

의 LPS를 첨가하고 기본의 LAL test법을 통해 내독소의 양

을 측정하였다. 혈청에 존재하는 여러 구성 단백질들이 LAL

반응을 방해하므로 이들 혈청 내 구성단백질을 제거하기 위

해서는 혈청을 1/10로 희석한 후 끓이는 방법이 가장 효과

적임이 여러 연구를 통해서 규명되었다[5, 7, 10, 20, 22]. 이

에 따라서 혈청에 알려진 양의 LPS를 첨가하고 80oC에서

10분간 시료를 가열하고 LAL test를 수행하였다. 그 결과

kinetic 그래프가 일정하지 않고 불안정함을 확인하였다(Fig.

1A). 그 결과를 더욱 정확하게 분석하기 위해 분산형 그래프

로 표시한 결과 내독소 측정값이 매우 부정확함이 재확인 되

었다(Fig. 1B). 또한 대조군으로 1/10 희석한 혈청만 넣은

LRW에서도 0.02-0.03 EU/ml 정도의 내독소 측정값을 나타

내기 때문에 기존의 LAL test 방법으로는 혈청 내 정확한 내

독소 양의 측정이 불가능함이 확인되었다. 이 결과들을 통해

혈청시료를 끓이는 과정 만으로는 혈청에 존재하는 LAL 반

응 저해효과를 유발하는 여러 구성단백질들을 효과적으로

억제 및 제거하지 못함을 확인하였다. 

원심분리를 통해 혈청 내 내독소 측정의 정확성이 향상되었다.

80oC 이상에서 가열하는 방법에서는 혈청 내 구성단백질

들에 의한 LAL 측정 방해를 막기 위해 원심분리 방법이 꼭

필요함이 제안되었다[14]. 따라서 이에 알려진 내독소 양이

첨가된 혈청 시료를 80oC에서 10분 동안 가열한 후 16,100 ×g

에서 10분 동안 원심분리를 하고 그 상층액만 이용해 LAL

test를 실시하였다(Fig. 2). 실험결과, 원심분리 없이 80oC에

Fig. 1. Endotoxin detection by using boiled serum at 80oC without centrifugation. 

The sera were diluted with a dispersing agent into 1 to 10, and 0.5, 0.05, or 0.005 EU/ml of CSE was added. After boiling the serum

samples at 80oC for 10 min, the endotoxin in the samples was analyzed by using the LAL test. The results are shown as a kinetic graph

(A) and scatter graph (B). 
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서 가열하기만 한 시료를 이용하는 경우와는 달리, 원심분리

를 한 혈청시료의 경우 LAL kinetic 그래프가 불규칙하지 않

고, 결과값 또한 비교적 일정함을 확인할 수 있었다. 이를 통

해 혈액 내 구성단백질들에 의한 LAL test저해를 막기 위해

서는 혈청시료의 원심분리가 필수적임을 확인할 수 있었다.

하지만 내독소가 비교적 낮은 0.05 EU/ml, 0.005 EU/ml의

농도에서는 결과값의 차이가 심하고, 대조군에서도 여전히

0.01-0.03 EU/ml 정도의 값을 나타낸다. 따라서 80oC에서 혈

청시료를 가열하고 원심분리를 한 경우에도 내독소의 양을

정확하게 측정하기에는 부족한 것으로 규명되었다. 

Fig. 2. Endotoxin detection by using boiled serum at 80oC with centrifugation. 

The sera were prepared as described in Fig. 1 and then centrifuged at 16,100 ×g for 10 min. The supernatants of the serum samples

were then analyzed with the LAL test to measure the endotoxin. The results are showed as a kinetic graph (A) and scatter graph (B). 

Fig. 3. Endotoxin detection by using boiled serum at 100oC with centrifugation. 

The sera were diluted with a dispersing agent into 1 to 10, and 0.5, 0.05, or 0.005 EU/ml of CSE was added.  After boiling the serum

samples at 100oC for 10 min and centrifuging at 16,100 ×g,  the endotoxin was analyzed with the LAL test. The results are shown as a

kinetic graph (A) and scatter graph (B). 
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혈청시료를 100oC에서 끓인 경우 혈청 내 내독소 측정이

가장 정확하였다.

혈청 내 구성단백질들에 의한 LAL test 저해효과를 감소

시키고 내독소를 더욱 효과적으로 분리해 내기 위해 알려진

양의 내독소가 첨가된 혈청시료를 100oC에서 끓이고 원심분

리를 실시하였다. 원심분리 후 상층액을 이용하여 LAL test

를 수행한 결과 80oC에서 혈청시료를 가열 한 후 원심분리

를 했을 때 보다, 더 정확한 kinetic 그래프와 결과값을 확인

하였다(Fig. 3). 무엇보다도, 대조군인 LRW군에서 0-0.009

EU/ml 정도의 가장 낮은 결과값을 나타냈으며(Fig. 3A), 결

과값을 분산형 그래프로 그린 결과에서도 가장 안정적인 그

래프가 그려짐을 확인할 수 있었다(Fig. 3B). 이를 통해 혈

청시료를 끓인 후 곧바로 LAL test를 시행할 경우 혈청 내

구성단백질들이 LAL 저해기능을 상실할 뿐 오히려 LAL

reagent와 반응하여 내독소 측정에 영향을 미칠 수 있으며

단백질 변성 후에 이들을 제거하는 과정이 꼭 필요함을 규

명하였다.  

LPS 감염 생쥐 실험동물의 혈청을 이용해 정확한 내독소

측정을 위해서 원심분리법이 필요함을 재확인하였다. 

내독소의 정확한 측정을 위해서는 혈청시료를 100oC에서

끓인 후 원심분리가 필수적임이 확인되었다. 따라서 이 방법

을 LPS 또는 E. coli가 투여된 생쥐의 혈청시료에 적용하였

을 때에도 정확하게 E. coli의 내독소를 검출해 낼 수 있는

지 확인하였다. 우선, C57BL/B6 생쥐에 LPS를 100 µg 복강

내 주사하고 12, 60시간 후에 생쥐 혈액을 채취하고 혈청을

분리하였다. 혈청들을 dispersing agent와 1/10로 희석한 후

혈청시료를 100oC에서 끓이고 16,100 ×g 10분 동안 원심분

리 한 다음 LAL test를 수행하였다. 12시간 후 혈청시료에

서 유의성 있게 내독소가 검출되기 시작하였으며(Fig. 4A),

60시간 후에는 내독소가 검출되지 않았다. 이 결과를 확인하

기 위해 4마리 생쥐에서 동일한 실험을 수행하였으며, 측정

된 내독소의 양을 그래프로 작성한 결과, 12시간 후에 대부

분 내독소가 다량 검출됨이 재확인되었다(Fig. 4B). 

E. coli 감염 생쥐 실험동물의 혈청에서도 원심분리법을 통

해 정확한 내독소 측정이 가능하였다. 

E. coli (DH5α)를 LB 배지에서 배양 후, 600 nm에서 흡광

도 값이 0.4-0.6이 되는 시기에 PBS로 세척하고 원심분리하

여 E. coli 만을 회수하였다. 1 × 106개의 E. coli를 400 µl의

PBS에 희석한 후 생쥐에 복강 내 주사하고, 12 및 40시간 후

혈액을 채취하였다. 혈액으로부터 혈청을 분리한 후 dispersing

agent와 1/10으로 희석하고 희석된 혈청시료를 100oC에서

끓이고 16,100 ×g으로 10분 동안 원심분리 한 다음 LAL test

를 수행하였다. LPS의 생체 내 실험에서와 유사하게 E. coli

감염생쥐의 혈액으로부터도 12시간 후 혈청으로부터 내독소

를 검출할 수 있었으나, 40시간 후에는 내독소가 현저히 감

소하였다(Fig. 5A). E. coli 감염 실험동물의 혈청을 이용한

내독소 측정 결과를 재확인하기 위해 4마리 생쥐에 E. coli

를 감염시키고 동일한 실험을 수행하고 내독소의 양을 그

래프로 작성한 결과, 12시간 후에 내독소가 다량 검출되고

40시간 후에는 그 양이 감소됨이 재확인되었다(Fig. 5B).

Fig. 4. In vivo endotoxin detection from mice sera after

intraperitoneal injection of LPS. 

Mice were intraperitoneally injected with 100 µg of LPS for 12 and

60 h, and the sera were then prepared from the blood collected

by retro-orbital bleeding. The sera were diluted with a dispersing

agent into 1 to 10, and boiled at 100oC for 10 min, followed by

centrifugation at 16,100 ×g for 10 min. The supernatants of the

serum samples were analyzed for LPS by using the LAL test (A).

The data of the results are shown as a bar graph (n = 4 mice per

group, **p > .001 as determined by Student’s unpaired t-test) (B). 

Fig. 5. In vivo endotoxin detection from mice sera after

intraperitoneal injection of E. coli. 

Mice were intraperitoneally injected with E. coli (1 × 106) for 12 and

40 h and then sera were prepared from the blood collected by

retro-orbital bleeding. The sera were diluted with a dispersing

agent into 1 to 10, and boiled at 100oC for 10 min, followed by

centrifugation at 16,100 ×g for 10 min. The supernatants of the

serum samples were analyzed for LPS by using the LAL test (A).

The data of the results are shown as a bar graph (n = 4 mice per

group, **p > .001 as determined by Student’s unpaired t-test) (B). 
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내독소는 단백질이 변성되는 고열에서 안정하다는 특성을

이용하여 1/10으로 희석된 혈청시료를 80oC에서 가열한 후

LAL test로 일반적으로 측정한다. 그러나 기존 방법은 혈청

시료를 끓여서 단백질 활성만 제거하였지 그것을 내독소로

부터 제거하지 않았기 때문에 LAL test 시에 간섭 영향을 주

어 정확한 측정이 가능하지 않았다. 또한, 혈청에 존재하는

매우 다양한 구성단백질들이 내독소와 결합하고 있을 뿐만

아니라, LAL 반응을 저해하기 때문에 정확한 내독소를 측정

하기 위해서는 혈청 내 단백질을 제거하는 과정이 필수적인

것으로 제안되고 있다. 따라서 본 실험에서는 끓인 혈청시료

의 원심분리를 통해 간편하게 혈청내의 내독소로부터 불활

성 된 단백질들을 분리한 후 정확한 내독소의 측정이 가능

한지를 살펴보았다.

우선, 알고 있는 LPS양이 첨가된 혈청시료를 80oC에서 가

열 한 후 원심분리를 하지 않은 상태에서 LAL test를 수행

한 결과, 내독소 양에 대한 측정값이 정확하지도 않았을 뿐

만 아니라 반복적이지도 않았다(Fig. 1). 또한 LPS가 첨가되

지 않은 대조군에서도 내독소가 존재하는 결과를 얻었다(Fig.

1A, 맨 오른쪽 결과). 따라서 혈청시료로부터 내독소를 정확

하게 측정하기 위해서는 반드시 원심분리법이 필요함을 확

인하였다. 이번에는 알고 있는 LPS양이 첨가된 혈청시료를

80oC에서 가열하고 원심분리한 후 LAL test를 수행하였다.

그 결과, 보다 안정적이고 정확한 내독소 양을 측정할 수 있

었다(Fig. 2). 그러나 내독소 농도가 낮게 첨가된 혈청시료에

서는 측정값의 편차가 심하고 여전히 내독소가 첨가되지 않

은 대조군 혈청시료에서도 내독소가 존재하는 것으로 측정

되었기 때문에(Fig. 2A 맨 오른쪽 결과), 보다 개선된 조건

이 필요함을 확인하였다. 따라서, LPS를 혈액 내 구성단백

질로부터 더욱 효과적으로 분리해 내기 위해 혈청시료를

100oC에서 끓인 후 원심분리하고 LAL test를 수행하였다.

그 결과, 가장 정확하고 반복적인 내독소 측정값을 얻을 수

있었다(Fig. 3). 이를 통해 혈청시료로부터 내독소의 양을 정

확하게 측정하기 위해서는 80oC에서 가열하는 것 보다는

100oC에서 시료를 끓이고 반드시 원심분리를 통해 불순물을

제거할 필요가 있음을 규명하였다. 

끓인 혈청시료의 원심분리를 통한 내독소 측정값의 정확

성이 생체 내 혈액시료를 이용해서도 반복되는지 확인하여,

새롭게 설정된 내독소 측정방법이 임상에서도 응용가능한지

확인해보았다. LPS 또는 E. coli가 복강 내로 투여된 실험용

생쥐의 희석된 혈청시료를 100oC에서 끓인 후 원심분리하고

LAL test를 수행한 결과, 생체 외 실험에서와 동일하게 정

확한 내독소 측정값을 얻을 수 있었다(각각 Fig. 4와 5). 특

히, E. coli가 감염된 실험용 생쥐 혈액으로부터도 정확하게

내독소 양을 측정할 수 있기 때문에 이번 연구에서 개선된

내독소 측정방법은 정상인 및 환자 혈액의 내독소 검사를 위

해서 사용될 수 있음을 확인시켜 주었다. 또한 희석된 혈청

을 100oC에서 끓인 후 원심분리를 하면 변성된 단백질들의

덩어리로 추정되는 침전물이 생기는데 이를 제거 해야만 정

확한 결과를 얻을 수 있었다. 따라서 이들 침전물들을 분리

분석하여 LAL test 시에 간섭 영향을 주는 혈청 단백질들임

이 증명된다면, 혈청시료를 이용한 내독소 측정 시 원심분리

과정이 왜 중요한지를 규명할 수 있을 것이다.

본 연구결과를 통해 사람의 혈액으로부터 내독소를 측정

하기 위해 기존의 끓인 혈청시료에 대한 LAL test를 수행하

되 원심분리하는 과정을 거침으로서 보다 정확한 내독소의

양을 측정할 수 있을 것이며, 이를 통해 내독소와 질병과의

상관관계를 규명하고 관련 질병의 예방도 가능할 것이다. 더

나아가 이 기술을 응용하여 단백질침전 kit를 포함한 임상에

서 사용 가능한 내독소 검사 kit의 개발 시 시료의 원심분리

를 통한 불순물의 제거가 반드시 고려되어야 할 것으로 사

료된다. 
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