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개요
단백질의 열 안정성은 바이오 치료제의 중요한 특성으로 여겨지는데, 단백질의 안정성과 
구조에 영향을 미치는 물리적 및 화학적 특성에 대한 통찰력을 제공하기 때문입니다.  
이 연구는 Peltier 온도 제어 멀티셀 모듈이 장착된 Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 
광도계를 사용하여 단백질의 열 안정성과 용융 온도 특성을 분석하는 방법을 빠르고 
간단하게 보여줍니다.

UV-Vis 분광기를 사용한 단백질 열 
안정성 특성 분석
단백질 치료 연구에서 Peltier 온도 제어 멀티셀이 포함된 
Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계의 이점
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서론
신약 개발은 잠재적인 신약과 그 치료 
효과를 입증해야 하는 다각적인 과정입니다. 
약물 표적을 적절하게 식별하고 특성화는 
신약 개발 과정의 중요한 단계로, 납 치료 
화합물을 원활하게 식별할 수 있는 초석이 
됩니다.1 단백질 치료제의 경우, 생화학적 
특성화에는 분자량, 균질성 및 불균일성, 
용해도, 열 안정성, 아미노산 서열 조성,  
2차 구조, 3차원 구조 및 단백질 변형이 
포함됩니다.2,3

열 안정성 데이터는 단백질 안정성과 구조에 
영향을 미치는 물리적 및 화학적 특성에 대한 
통찰력을 제공합니다. 용융 온도는 다양한 
기술을 사용하여 점진적인 온도 증가에 따른 
시료의 특성 변화를 모니터링하여 결정할 수 
있습니다(표 1). 단백질이 고온에 노출되면 
2차 및 3차 구조에 변화가 생깁니다. 이러한 
구조적 변화는 소수성 코어를 노출시키고 
단백질 응집으로 이어집니다.4 단백질의 
절반이 여전히 가용성 형태로 존재하는 
온도는 그림 1에서와 같이 뚜렷한 녹는점
(Tm)으로 알려져 있습니다. 결합된 리간드가 
있으면 이 온도가 증가할 수 있습니다.5,6 
열 안정성을 연구하면 리간드 결합, 약물 
안정성, 보관 기간 및 최적의 보관 조건을 
보다 잘 이해할 수 있으며, 이는 약물의 향후 
생산 및 상업화에 유용한 정보로 이용됩니다.

UV-Vis 분광기를 이용한 단백질의 열 
안정성 분석 
표 1은 단백질의 열 안정성을 측정하는  
데 사용되는 다양한 기술의 장점과 단점을 
요약한 내용입니다. UV-Vis 분광기는 분석의 
많은 문제를 극복합니다. UV-Vis는 형광 
표지 없이 직접 흡광도 측정을 제공하고, 
소량의 시료를 사용하여 측정할 수 있으며, 
결과를 빠르고 쉽게 해석하고 보고할 수 
있습니다. 

이 응용 자료는 단백질의 열 안정성 및 
재현성 특성 분석에 Cary 3500 UV-Vis 
분광 광도계(그림 2)가 어떤 이점이 있는지 
입증합니다. Cary 3500 UV-Vis 분광 
광도계는 Peltier 블록에 피드백을 제공하는 
통합 큐벳 내 온도 프로브를 사용하여 측정 
중에 용액의 온도를 제어할 수 있습니다. 
8-포지션 멀티셀 홀더가 기기에 내장되어 
있으며 물이 없는 공랭식 Peltier 장치를 
사용하여 시료 온도를 0~110°C 사이에서 
제어합니다. 보다 효과적인 실험을 위해 
멀티셀의 각 큐벳 위치를 동시에 측정하여 
다른 기술에 비해 분석을 더 빠르게 
수행합니다.

표 1. 단백질의 열 안정성을 측정하는 데 사용되는 기술.

기법 원리 장점 단점 

원이색성 분광법7,8 원형 편광을 이용한 타원율 
척도로 흡광도를 측정합니다.

 –소량의 물질만 필요
 –고감도
 –고분해능

 –시간 소모적
 –일부 완충액은 
원자외선에서 간섭을 
일으킵니다

차등적 스캐닝 비색법9,10 기준 물질에 대비시켜 열용량의 
변화를 측정합니다.

 –소량의 물질만 필요
 –고분해능  –결과 해석이 어려울 수 있음

열 이동 분석11,12
소수성 분자에 형광단 염료가 
결합할 때 형광의 변화를 
측정합니다.

 – RT-PCR 장비에서 하나 이상의 
시료를 실행할 수 있음

 –고감도
 –소량의 물질만 필요

 –형광 프로브 필요
 –형광 프로브가 구조적 
변화를 일으킬 수 있음

 –단백질에 형광 프로브를 
수용할 수 있는 포켓이 
있어야 함

그림 1. 온도 증가에 따른 단백질 강도(또는 흡광도)의 일반적인 반응.
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실험
시료
Escherichia coli disulfide bond isomerase 
A(EcDsbA, 천연 상태) 시료는 호주 La 
Trobe 대학의 La Trobe 분자과학연구소
(LIMS)에서 제공했습니다. 50mM NaCl, 
1mM EDTA 및 100mM 인산나트륨을 
포함하는 완충액에 약 0.6mg/mL의 
EcDsbA 용액을 준비하고 pH를 7.0으로 
조정했습니다. Agilent ultra-microcell, 
50µL 부피, 10mm 광학 경로 길이 석영 
큐벳을 사용했습니다(부품 번호 5062-2496, 
그림 3). 순수 인산염 완충액을 참조(블랭크) 
용액으로 사용했습니다.

기기 및 분석법
Agilent Cary UV Workstation 소프트웨어를  
사용하여 Cary 3500 UV-Vis 멀티셀 Peltier 
분광 광도계를 제어했습니다. 단백질 흡광도 
및 열 안정성을 측정하는 데 사용되는 분석법 
파라미터를 각각 표 2 및 3에 나와 있습니다. 
열 안정성 분석 연구를 위해 0.1°C/min의 
램프 속도를 사용하여 0.1°C마다 데이터를 
수집했습니다. 각 데이터 포인트가 기록되기 
전에 2초 동안 신호의 평균을 구했습니다. 

그림 2. Agilent Cary 3500 UV-Vis 멀티셀 분광 광도계를 사용하면 8개의 큐벳 위치에서 동시에 최대 4개의 온도를 
실험할 수 있습니다. 

그림 3. 이 연구에 사용된 애질런트 울트라 마이크로셀. 
Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계의 아주 작고 
집중된 빔이 조정이 필요 없는 영구적으로 정렬된 작은 
구멍을 통과합니다.

표 2. 파장 범위 스캔 파라미터. 

파라미터 값

기기 Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계

파장 범위 200 ~ 400nm

신호 평균화 시간 0.1초

스펙트럼 대역폭 2nm

시료량 80µL, 증발을 고려해 여분의 부피가 추가됨

표 3. 열 용융 실험 파라미터. 

파라미터 값

기기 Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 

파장 280nm

신호 평균화 시간 2초

스펙트럼 대역폭 2nm

데이터 간격 0.1°C

램프 속도 0.1°C/분

온도 제어 Peltier 블록

온도 범위 25~90°C

평활화 및 미분 필터 크기 25

평활화 및 미분 데이터 간격 0.1°C

분석 온도 하한 30°C

분석 온도 상한 90°C

큐벳 울트라 마이크로셀 석영 큐벳

시료량 70µL
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높은 램핑 속도에서 응집에 대한 시료 
민감성을 고려해 0.1°C/min의 램프 속도를 
사용했습니다. 실험 온도는 Cary 3500의 
Peltier 블록을 통해 제어했습니다.

결과 및 토의
EcDsbA 단백질의 최대 흡광 피크를 
결정하기 위해 표 2에 나타낸 파라미터를 
사용하여 Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계로 
파장 스캔을 수행했습니다. 멀티셀 모듈이 
장착된 Cary 3500을 사용하면 7개의 
시료와 1개의 참조 용액을 동시에 측정할 수 
있습니다. 그러면 동일한 조건에서 동시에 
측정값을 수집하므로 결과의 신뢰도가 
향상됩니다. 예를 들어 70μL과 같은 작은 
시료량이 필요한 경우, 울트라 마이크로셀을 
사용하여 측정을 수행할 수 있습니다(그림 3).  
Cary 3500 시스템에는 작고 집중된 
빔이 사용되므로 사전 정렬 없이 울트라 
마이크로셀로 정확한 측정을 수행할 수 
있습니다. EcDsbA의 최대 흡광 피크는 그림 
4와 같이 280nm에서 발견되었습니다. 

EcDsbA 단백질의 열 안정성 분석을 위해 
온도가 증가함에 따라 280nm에서 흡광도를 
모니터링했습니다. 시료 온도는 표 3에 
명시된 바와 같이 0.1°C/min의 램프 속도로 
Peltier 블록 온도를 사용하여 제어했습니다. 
온도가 상승함에 따라 피크가 관찰되어 
단백질 구조의 변화로 인한 단백질의 흡광도 
변화를 알 수 있었습니다. 열 용융 플롯 
(그림 5)은 EcDsbA 단백질이 고온
(65°C 이상)에서 전이가 발생하는 모습을 
보여줍니다.

Cary UV Workstation 소프트웨어는 측정된 
흡광도 데이터의 1차 도함수를 사용하여 
생물학적 시료의 Tm을 계산합니다. Tm은 
분석의 상한 및 하한 온도와 함께 적절한 

그림 5. EcDsbA 단백질의 열 용융 플롯. 온도 증가에 따른 흡광도의 변화는 단백질의 구조적 변화를 나타냅니다.

그림 4. EcDsbA 단백질(천연 상태)의 7개 개별 시료에 대한 파장 범위 스캔으로, 280nm에서 EcDsbA 단백질 피크를 
보여줍니다. 울트라 마이크로셀을 사용하여 7개 시료를 동시에 측정했습니다.
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평활화 및 미분 필터 크기를 선택하여 결정할 
수 있습니다. EcDsbA의 Tm은 표 3에 제공된 
분석 파라미터를 사용했을 때 69.86°C 
(n = 6, 그림 6)인 것으로 나타났습니다.

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계를 사용하여 
얻은 EcDsbA 단백질의 계산된 Tm은 표 
4.14, 15에 나와 있는 것처럼 원이색법을 
사용하여 얻은 이전에 보고된 결과와 
일치했습니다. 

반복성 연구를 실행하여 Cary 3500에 의한 
EcDsbA의 Tm 측정 정밀도를 평가했습니다. 
단백질 시료 용액을 6개 부분으로 나누고 각 
부분을 70μL 울트라 마이크로셀을 사용하여 
개별적으로 분석했습니다. 결과의 반복성은 
EcDsbA의 Tm 값 평균과 표준편차를 
계산하여 평가했습니다(표 4). Cary 
3500 UV-Vis 시스템은 6번의 측정에서 
표준편차가 0.16°C에 불과하여 탁월한 
정밀도를 보여주었습니다.

그림 6. Agilent Cary UV Workstation 소프트웨어를 사용하여 얻은 EcDsbA 단백질의 6개 개별 시료에 대한 1차 
도함수 플롯(Tm = 69.86°C, n = 6).
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표 4. Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계를 사용하여 측정한 EcDsbA 
Tm 값과 문헌에 보고된 값.

기법 EcDsbA의 Tm(°C)

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 1 69.70

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 2 69.80

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 3 69.70

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 4 70.20

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 5 69.90

Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계 복제 6 69.90

평균치 69.86

표준편차 0.16

문헌 값 114 68.55 

문헌 값 215 69.25 
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결론
Peltier 온도 제어 멀티셀이 있는 Agilent 
Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계를 사용하여 
EcDsbA 단백질 시료 6개의 녹는점(Tm)을  
동시에 측정했습니다. EcDsbA 단백질 
한 시료의 6개 부분에 대해 0.16°C의 
표준편차가 얻어진 것으로 나타난 바와 같이 
결과에 재현성이 있었습니다. 또한 Agilent 
Cary UV Workstation 소프트웨어를 
사용하여 계산한 69.86°C의 평균 Tm은 
원이색법 분광기를 사용하여 얻은 문헌 
값과 일치했습니다. 이러한 결과는 단백질 
열 안정성 분석에 Cary 3500 UV-Vis 분광 
광도계를 이용할 때 높은 정확성, 정밀도 및 
속도를 얻을 수 있음을 보여줍니다. 

Cary 3500 UV-Vis는 결과의 정확도를 
저하시키지 않으면서 7개의 시료를 동시에 
측정할 수 있어 분석법의 생산성이 더욱 
극대화됩니다. 기기 설계를 통해 최소 3회의 
반복 시료를 동시에 측정할 수 있어 반복 
측정이 필요한 실험실에서 귀중한 시간을 
절약할 수 있습니다.

Cary UV Workstation 소프트웨어에는 
원활한 데이터 분석을 위해 평활화와 
도함수 계산 기능이 내장되어 있습니다. 
또한 데이터를 안전하게 수집, 처리, 보고 
및 저장하기 위한 기술 제어 옵션과 함께 
소프트웨어를 사용할 수 있습니다. 이러한 
제어는 FDA 21 CFR 파트 11, EU Annex 11, 
GAMP5, 그리고 ISO/IEC 17025 및 EPA 
40 CFR 파트 160의 규제를 준수해야 하는 
실험실에 매우 중요합니다. 
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