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요 약: SDS-PAGE를 이용한 일반적인 단백질 분리는 단백질을 분자량에 따라 분리하는 방법이며 가장

보편적이고, 간단한 방법 중의 하나이다. 본 연구는 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)를 두 번에 걸쳐 동일한 분리 원리로 이차원으로 전개하는 방법의 전기영동을 시도하여

기존의 일차원 전기영동 분석법과 비교하였으며, 그 결과 향상된 분리능이 본 연구의 이차원 전기영동법

에서 확인되었다. Gel에서 분리된 단백질들은 MALDI TOF MS를 이용하여 동정하여 서로 다른 단백질

임이 확인되었으며, 이러한 duplex SDS-PAGE 분리법은 상대적으로 적은 비용으로 단백질 분리능을 용

이하게 향상시킬 수 있는 경제적인 분석법으로 이용될 수 있을 것이다.

Abstract: The protein separation with molecular weight using SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

gel electrophoresis) is the one of the most conventional and simple techniques. In, this study, two dimensional

SDS-PAGE using same separation principle consecutively was investigated and compared with one dimensional

SDS-PAGE. The enhanced separation from duplex SDS-PAGE was observed and separated proteins in the gel

were identified by MALDI TOF MS. Identified proteins from different gel spots were found to have different

gi numbers. Therefore, duplex SDS-PAGE separation method will be used for economic separation method in

the future because only tiny amount of inexpensive reagents are used to perform duplex SDS-PAGE.
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1. 서 론

인체 내에서 기능을 가지는 단백질은 대략 3만-10

만 개로 추정하고 있고, 변형된 것까지 합하면 그 수

는 천문학적이다. 그리고 그러한 단백질들은 유전체들

에 의해 발현된 최종 산물이며 생체 내의 여러 작용

및 질병에 관련하기 때문에 신약 개발 및 약에 의한

생체 변화를 이해하기 위해서는 단백질 차원의 변화
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에 관심을 가져야 하며, 현대 과학에서는 단백질 분석

법을 통하여 그 변화 정도를 확인하고 있다.1,2

오늘날 많이 사용되고 있는 단백체학 연구의 주요

목표는 단백질의 발현과 발현 후 변형, 기능 및 조절

작용, 다른 단백질과의 상호작용, 결합 등에 초점을

두어 분자생화학적으로 이들 단백질간의 기능 및 상

호연관 네트워크를 규명하는 것이다.3,4 그러기 위해서

는 단백질의 분리 및 동정이 기본이 되어야만 하는데

2D-electrophoresis는 생체 내에 있는 수천 수백 가지

의 단백질을 분리할 수 있는 가장 대표적인 방법이다.

2D-electrophoresis는 기본적으론 단백질의 두 가지 성

질을 이용하여 분리하는 것이다. 첫 번째는 특별히 제

작된 IPG strip을 이용, 단백질을 각각의 고유 등전점

별로 분리하는 것이고, 두 번째는 IPG strip 위에서 분

리된 단백질을 수직방향으로 SDS-PAGE를 하여 분자

량 별로 분리하는 것이다. 이 때 쓰이는 SDS-PAGE는

1970년대 초반 영국의 Laemmli에 의하여 제안되어

몇 차례의 개량을 거치게 되었으며, 최근에는 단백질

분해능과 검출능이 상당한 수준까지 향상된 gel의 망

상형 구조를 이용하여 단백질을 분자량의 차이에 따

라 분리하는 방법이다.5,6 SDS-PAGE는 한천 gel에 비

해 큰 분자량의 분리에 주로 쓰이며, 단백질의 정성

및 정량분석 등에 매우 용이한 장점이 있으며 단백질

의 양이 적을 경우 IPG strip을 이용한 단계를 생략하

고 SDS-PAGE만을 이용하여 분석을 하기도 한다. 그

러나 일반적으로 SDS-PAGE를 이용하여 분리를 해도,

양이 많은 경우 분리된 단백질 간의 겹침이 발생하거

나 등의 이유로, 등전점에 따른 단백질 일차 분리를

병행하고 있다. 하지만 이러한 IPG strip을 이용함에

있어서는 몇 가지 단점이 있다. 먼저 분석시간이 오래

걸린다는 것과 비용이 많이 소요되기에 다량의 시료

를 분석하는 데에는 한계가 있다는 것이다. 따라서 본

연구에서는 그러한 단점을 극복하기 위해서 IPG strip

을 이용하지 않으면서도 단백질을 보다 효과적으로 분

리 할 수 있는 방법을 연구하던 중, SDS-PAGE만을 이

용하여 단백질을 분석 하는 방법을 새로이 고안하였다.

이는 바로 duplex SDS-PAGE법으로서 분자량의 차이에

따라 1차 전개가 끝난 acrylamide gel을 적당한 크기로

자른 다음, gel을 수평으로 눕혀서 2차 전개를 시행하

는 방법이다. Duplex SDS-PAGE 분석 시, IPG strip을

사용하지 않기 때문에 비용을 최소화하면서도 빠른

시간 내에 단백질을 분리 할 수 있는 한편, 일반적인

SDS-PAGE와 비교하여서도 그 분리능의 개선 및 겔

염색 후 단백질 스팟들의 위치 확인이 더 용이함을

알 수 있었다.

2. 연구방법

2.1 시약 및 기기

시료의 분석에 이용한 전기영동장치는 전력공급장

치는 Amersham사의 EPS 3501 XL을 사용하였고, 분

리에 이용한 수조는 Invitrogen사의 XCell SureLock을

사용하였다. 1차 전기영동에 사용한 gel은 Invitrogen

사의 NuPAGE Bis-Tris gel 4-12% 이며 2차 전기영동

에 사용한 gel은 Laemmli 방식7의 10% gel을 만들어

사용하였다. Running buffer는 Invitrogen사의 NuPAGE

MES Running buffer와 NuPAGE MOPS Running

buffer를 사용하였으며, gel을 제조할 때 사용한

ammonium persulfate(A.C.S grade), TEMED(ultra pure

grade), 29:1 acylamide/bis solution(ultra pure grade,

40%), SDS 20% solution(biochenology grade), Tris(ultra

pure grade)는 Amresco사로부터, gel을 고정하기 위해

사용한 ultrapure agarose, LDS sample loading buffer 및

staining solution으로 쓰인 Colloidal Coomassie Blue

staining kit은 Invitrogen사로부터 구입하였다. A549 세

포주는 한국세포주은행으로부터 분양받았으며, cell

lysis buffer는 cell signaling technology으로부터, protease

inhibitor인 phenylmthanesulfonylfluoride와 CHCA(α-

cyano-4-hydroxy cinnamic acid) 는 sigma사로부터 구

입을 했으며, 단백질 분석에 쓰인 mass spectrometer는

Bruker Daltonics사의 Autoflex2를 사용하였다.

2.2. A549 세포주의 단백질 추출

A549 세포주를 T-75 배양용기에서 37oC, 5% CO2

조건으로 성장이 80%정도 찰 때까지 배양한 후, 배지

를 제거하고 PBS 10 mL로 2번 세척하여 남은 배지와

부착되지 않은 cell을 완전히 제거하였다. 부착된

A549 세포주만 남은 T-75 배양용기에 cell lysis buffer

0.5 mL와 PMSF 0.08 mg을 혼합하여 넣고 0oC에서 5

분 동안 incubation 한 후, scrapper로 긁어서 취한 다

음, 14,000 g에서 30분 동안 원심분리하여 상징액을

취하였다. 상징액의 단백질을 정량한 후, duplex SDS-

PAGE를 실시하였으며 단백질 정량은 Lowry 법을 사

용하였다.

2.3. 전기영동

단백질 50 µg과 LDS sample buffer 5 µL를 혼합한

후 4-12% polyacryl amide gel에 loading 하여 NuPAGE
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MES running buffer를 사용하여, 150 V로 90분간 전

기영동을 하였다. 전기영동이 끝난 후, polyacrylamide

gel을 단백질이 전개된 세로 방향으로 1~2 mm 정도의

폭으로 2개를 자른 다음, 하나는 바로 염색을 다른 하

나의 gel은 10% polyacrylamide gel 에 가로방향으로

길게 loading 한 후, 0.5% agarose 를 이용하여 고정을

시켰다. 고정이 끝난 후, NuPAGE MOPS running

buffer를 이용하여, 150 V로, 80분 동안 전기영동을

하였다.

2.4. 염색 및 효소 처리

전기영동이 끝난 gel은 40% ethanol과 10% acetic

acid로 10분 동안 고정화(fixation)시키고 Colloidal

Commassie Blue staining kit을 사용하여 염색하였다. 

염색이 끝난 후 분석 할 부위들을 오려낸 다음

acetonitrile과 증류수 1:1용액으로탈색시킨 후, aceto-

nitrile로 dehydration을 한 후, trypsin 용액(5 µg/mL in

20 mM ammonium bicarbonate) 10 µL와 혼합하여

37oC에서 12시간 incubation하였다.8

2.5. MALDI TOF MS와 Database 검색

Bruker Datonics의 Anchorchip plate를 사용하여 진

행하였다. 먼저 95% 아세톤 용액에 CHCA를 포화시

킨 후, 포화 용액을 이용하여 Anchorchip plate위에

thin layer를 형성시켰다. 그 위에 0.5% TFA용액과 in-

gel digestion한 용액을 1:1로 섞은 후 섞은 용액 0.7

µL를 plate에 로딩한 후, 2~3분 후 0.1%TFA용액에 10

mM 농도의 ammonium phosphate로 닦아 낸 후

AutoflexII를 이용해서 분석하였다. AutoflexII의 조건

은 ion source 1은 19.00 kV, ion source 2는 16.85 kV,

lens는 8.55 kV, reflector는 20.00 kV, reflector 2는

9.55 kV로 조절하였고 pulsed ion extraction은 90ns로

맞추어 이용하였다. 단백질 동정은 Mascot과 연동되

는 Bio-tools를 이용하여 동정하였다. 

3. 결과 및 고찰 

3.1. Duplex 및 general SDS-PAGE 

A549 세포주에서 추출된 50 µg의 단백질을 이용하

여 Duplex 및 general SDS-PAGE를 실시한 결과 Fig.

1과 같은 결과를 얻을 수 있었다. Duplex SDS-

PAGE(Fig. 1의 위쪽) 경우 분리되어 염색된 단백질들

은 일반 SDS-PAGE의 세로 방향 전개가 아닌 대각선

방향의 전개를 확인 할 수 있었는데, 가로 방향의 전

개 및 분리는 1차 전기영동을 통하여, 세로 방향의 전

개는 2차 전기영동을 통하여 이루어졌다. 1차 전기영

동만 하고 염색한 겔은 Fig. 1의 아래쪽 부분에 나타

나 있다.

Fig. 1에서 Duplex SDS-PAGE의 경우 대각선 전개

에서 벗어난 일부 단백질들(②번, ④번)을 확인 할 수

있었고 이러한 특이 단백질들은 수평방향의 1차 전기

영동과 비교해 볼 때 1차 전기영동 후 에는 분리가

되지 않은 상태로 존재했다. 

즉, ①번 단백질은 ②번 단백질과, 그리고 ③번 단백

질은 ④번 단백질과 서로 같은 세로축에 위치한다는

점으로 미루어보아 1차 전기영동 후에는 분리가 되지

않아 Fig. 1의 1차 전기영동에서도 ①번 단백질은 ②

번 단백질과 ③번 단백질은 ④번 단백질과 동일한 위

치에서 관찰할 수 있었고 아직 분리가 이루어지지 않

았음을 알 수 있었다. 하지만 Duplex SDS-PAGE 후에

는 ②번 단백질은 ①번 단백질과 ④번 단백질은 ③번

단백질과 서로 다른 위치로 분리 관찰 되었다. 이러한

분리능의 향상은 2차 전기영동 시 1차 전기영동의 전

개조건과 달리 running buffer, acrylamide gel 조성 및

전기영동 전개시간 등을 변경한 것에서 비롯된 것 같

았다. 이처럼 목표로 하는 단백질의 예상되는 성질 등

을 고려하여 다양한 조건의 전개를 적용시켜 Duplex

SDS-PAGE를 시행한다면 1차 전기영동보다 효율적이

고 향상된 단백질 분리법을 할 수 있을 것이다.

Fig. 1. Duplex and general SDS-PAGE separation. Protein
spots of interest are numbered. (Lower position of
Fig. 1 is general SDS-PAGE separation, and upper
is Duplex SDS-PAGE of A549 cell proteins).
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3.2. 단백질 동정

Duplex SDS-PAGE 결과 관찰되었던 특이 단백질

부위들을 MALDI TOF MS를 이용하여 분석하였다.

분석 결과 Table 1과 같은 결과를 얻을 수 있었으며

각각의 mass spectrum은 Fig. 2와 같다.

질량분석기를 이용한 단백질 동정 결과 ①번 단백

질은 aldo-keto reductase family 1, member B10(aldose

reductase)로 ②번 단백질은 3-alpha-hydroxysteroid

dehydrogenase, ③번 단백질은 enolase 1(alpha), ④번

단백질은 FERM domain containing 6로 동정되었다.

①번 단백질은 ②번 단백질과, ③번 단백질은 ④번

단백질과 polyacrylamide gel상에서 각각 서로 같은

가로축에 위치하면서, 다른 세로축에 위치하고 있음

을 Fig. 1에서 확인 할 수 있다. 즉, 같은 가로축에

위치한다는 것으로 1차 전기영동으로 분리되지 않았

다는 것을 알 수 있으며 분리되지 않은 단백질들이 2

차 전기영동에 의해 세로축으로 분리됨을 확인할 수

있다. 또한 2차 전기영동에서 분리되었던 각각의 단

백질들인 ②번, ④번 단백질들은 ①번, ③번 단백질

들과 각각 다른 gi number를 가지고 있는 독립적인

단백질임을 확인하였기에(Table 1), 이들 ②번, ④번

단백질들은 ①번, ③번 단백질들의 단순한 끌림 등의

이유로 나타난 것이 아님을 확인할 수 있다. ④번 단

백질의 경우 ③번 단백질과 분자량을 비교할 때 ①번

과 ②번 단백질에 비해 큰 차이를 보이는데 이는

④번 단백질인 FERM domain containing 6이 SDS-

PAGE상에서 분리가 용이하지 않은 단백질이거나,

전체 단백질 시료 중에 high abundant로 존재하는

단백질이어서 SDS-PAGE에서 분리가 제대로 이루

어지지 않고 전체적으로 분포한다고 추정할 수 있

다. 실제 serum의 예의 경우, 저분자, 고분자 영역

모두에서 알부민 단백질이 관찰된다. 또 다른 설명

으로는 degradation된 단백질이어서 70 kDa 단백질

이 47 kDa 단백질과 비슷한 위치에서 발견된다고

할 수 있으나, 이번 실험의 경우 단백질 아미노산

서열의 up/down stream의 넓은 범위에서 다양한 펩

타이드가 동정되었기에 degradation되었을 가능성은

매우 낮다.

Table 1. List of identified proteins

Spot

No.
Identified Protein

Mass

(Da)

gi 

Number

Identified peptide

(matched peptides shown on lined)

 ①

Aldo-keto reductase 

family 1, member B10 

(aldose reductase)

35998 14250736

② 
3-alpha-hydroxysteroid

dehydrogenase
36806 1815604

 ③ Enolase 1, (alpha) 47139 4503571

④ 
FERM domain

containing 6
70937 27436418
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4. 결 론

본 연구에서는 기존의 SDS-PAGE를 통한 단백질

분석법을 개선하고자 두 번의 전기영동을 시행하는

새로운 분석법을 시도하여 기존의 전기영동법과 분리

능 및 효율성 등을 비교하고자 하였다. 즉, 단백질 시

료를 전기영동하여 분리한 다음 겔을 세로방향으로

자른 후, 다시 가로방향으로 눕혀 길게 loading하여

Fig. 2. MALDI TOF mass specta of selected gel spots for the peptide mass fingerprinting analysis.
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전기영동하는 방법을 사용하였다. 그 결과, 한 번의

전기영동으로 분리되지 않았던 단백질들이 두 번의

전기영동을 통하여 대각선으로 전개되면서 더 좋은

분리능을 보여주었으며, 비록 isoelectric focusing을 이

용한 고가의 2D-electrophoresis보다는 떨어지는 분리

능이지만 기존의 일차원 전기영동 분석법보다 우수한

분리능을 보였다. 그리고 2차 전기영동 시, running

buffer의 종류, acrylamide gel 조성 및 전기영동 시간

등의 분석 조건들을 1차 전기영동과 다르게 적용할

수 있는데, 이처럼 분석하려는 단백질들의 성질을 고

려하여 다양한 분석조건을 적용시킬 수 있다는 점 또

한 장점이라 할 수 있다. 고가의 이차원 전기영동법과

비교 시 strip을 이용하여 단백질을 등전위점에 따라

분리하는 단계에서는 많은 비용과 시간이 소모되는

단점이 있지만, 분자량의 크기에 따라 분리되는 원리

를 동일하게 두 번 적용한 Duplex SDS-PAGE의 경우,

1시간 이내의 추가 분석만을 통하여 경제적이면서 신

속한 분석이 가능하다는 점, 그리고 분석 단계가 줄어

듬에 따른 시료의 손실을 최소화 할 수 있다는 장점

을 가지고 있다.
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