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Two-component system (TCS)-based bacterial zinc and copper biosensors, in which green fluorescent 
protein (GFP) is expressed under the control of zraP and cusC promoter in ZraS/R and CusS/R TCS, were 
evaluated in artificial wastewater. Bacterial biosensors developed in this study efficiently expressed GFP by 
the recognition of Zn2+ and Cu2+ in artificial wastewater. Secondly, TCS-based zinc and copper removing 
bacteria with the peptide displayed on cell surface were examined in artificial wastewater. Zinc and copper 
removing bacteria expressed the peptide as a fusion protein such as OmpC-ZBP (zinc binding peptide) and 
OmpC-CBP (copper binding peptide) on the cell surface when sensing exogenous Zn2+ and Cu2+ through 
ZraS/R and CusS/R TCS. The recombinant cell expressing metal-adsorbing peptide could efficiently remove 
copper and zinc (15 and 18 mg/g dry cell weight, respectively) in artificial wastewater. Therefore, it was 
demonstrated that the TCS-based recombinant cell for the recognition or removal of heavy metal functions 
well in artificial wastewater environment.

Keywords: Escherichia coli, artificial wastewater, biosensor, copper, zinc

*For correspondence. E-mail: ikyoo@ulsan.ac.kr; Tel.: +82-52-259-2251; 
Fax: +82-52-259-1689

중금속에 의한 환경오염은 전 세계적으로 매우 심각한 문제

이며, 이의 지속적인 감시 및 제거를 위하여 각국이 많은 노력을 

기울이고 있다. 중금속 오염 모니터링을 위해 현재 사용되는 방

식은 매우 고가의 장비 및 복잡한 시료의 전처리 과정을 요구한

다(Falchuk et al., 1998). 따라서 환경 시료에 존재하는 중금속

의 인지 및 그 농도를 효율적으로 정량할 수 있는 경제적인 방법

이 필요하다. 여러 가지 오염물질의 생물학적 정량을 위해서 다

양한 재조합 균주들이 개발되어 왔지만, 중금속의 경우 정량적 

분석이 가능한 재조합 균주는 아직 보고되지 않았다(Biran et 

al., 2000; Ivask et al., 2001; Sagi et al., 2003; Yong and Zhong,  

2009). 또한 중금속 제거를 위한 재조합 균주 시스템으로는 중금

속 친화성 펩타이드를 박테리아 표면에 발현하는 세포표면발현

(cell surface display, CBD) 시스템들이 대표적으로 보고되었

다. 이와 같은 CBD 기술은 유해 화학물질 제거, 생백신 개발, 펩

타이드 라이브러리 스크리닝 등 다양하게 응용되고 있다(Lee et 

al., 2000; Taschner et al., 2002; Bae et al., 2003; Harvey et al., 

2004). 

Zn
2+와 Cu2+를 탐지하기 위한 박테리아 기반 바이오센서로 

아연 해독 관련 유전자인 zntA-zntR 기반의 아연 인식 바이오센

서 및 구리 해독 관련 cueO 유전자를 이용한 구리 인식 바이오센

서가 개발되었다. 그러나 zntA-zntR 및 cueO 유전자 기반 시스템

의 경우 높은 농도의 Zn
2+와 Cu2+를 인식하지 못하는 단점을 가

지고 있다(Ravikumar et al., 2011a, 2011b). 반면에 Zn
2+와 Cu2+

를 인식하는 two-component system (TCS)인 ZraS/R (HydHG) 

및 CusS/R 시스템은 각각의 중금속을 높은 농도에서도 인식할 

수 있는 장점이 있다. TCS는 원래 박테리아의 외부환경 감지 센

서로서 다양한 환경 변화를 감지하는 기능을 한다(Stock et al., 

2000). 각각의 TCS는 외부의 환경 변화를 감지하는 histidine 

kinase (HK)와 외부신호를 전달받아 관련 유전자의 발현을 유도

하는 response regulator (RR)로 구성되어 있다(Mascher et al., 

2006). 현재까지 밝혀진 TCS 중에서 ZraS/R은 외부의 Zn
2+를 

감지하여 아연 efflux 연관 유전자인 zraP의 발현을 유도하여 균

주 내부의 아연 농도를 낮추고 항상성을 유지하는 역할을 수행
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Strain, Plasmid, or Primer Relevant genotype and/or property Source of reference
E. coli strains 

XL1-Blue SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi relA1 lac F’
(proAB+ lacIq lacZ∆M15 Tn10 (tetR))

Laboratory stock 

Plasmids 

pZGFP1 pUC19 (237 bp zraP-hydH intergenic region), zraP’-gfp transcriptional 
fusion vector, containing zraP promoter region, Ampr Ravikumar et al. (2011a)

pZZ1056 pUC19 (237 bp zraP-hydH intergenic region), zraP’-ompCt transcriptional 
fusion vector, containing zraP promoter region, Ampr Ravikumar et al. (2011a)

pCGFP1 pUC19 (156 bp cusC-cusR intergenic region), cusC’-gfp transcriptional 
fusion vector, containing CusC promoter region, Ampr Ravikumar et al. (2012)

pCC1056 pUC19 (156 bp cusC-cusR intergenic region), cusC’-ompCt transcriptional 
fusion vector, containing cusC promoter region, Ampr Ravikumar et al. (2011b)

Table 1. List of bacterial strains, plasmids and primers used in this study

Fig. 1. Conceptual diagram of heavy metal sensing and adsorption 
of recombinant bacteria.

한다. 또한 CusS/R TCS는 Cu2+를 감지하여 구리 efflux와 연관된 

cusC 유전자를 발현시킨다(Munson et al., 2000; Leonhartsberger 

et al., 2001). 

본 연구팀은 선행 연구에서 ZraS/R 및 CusS/R에 의하여 발현이 

유도되는 zraP와 cusC 유전자의 프로모터와 GFP를 융합하는 

전략을 통하여 Zn
2+와 Cu2+의 정량이 가능한 박테리아 바이오센

서를 제작하였다(Ravikumar et al., 2011a, 2012). 이때 TCS 기

반 아연 바이오센서는 0.001 mM의 Zn
2+를 인식할 수 있었으며, 

구리 바이오센서는 0.04 mM의 Cu2+를 인식할 수 있었다. 또한 

세포표면 단백질 OmpC와 아연 친화성 펩타이드의 융합단백질

을 zraP 유전자와 결합하여 아연의 인지 및 흡착제거가 가능한 

재조합 대장균을 제작하였다(Ravikumar et al., 2011a). 여기서 

제작된 균주는 외부의 Zn
2+가 인지될 경우에만 세포표면에 펩타

이드를 발현하는 시스템으로 세포 1 g 건조중량당 최대 163.6 

µmol의 Zn
2+를 제거할 수 있었다. 구리의 경우는 OmpC와 구리 

친화성 펩타이드의 융합 단백질을 cusC 프로모터와 결합한 재

조합균을 이용하여 세포 1 g 건조중량당 최대 92.2 µmol의 Cu
2+

를 제거하였다(Ravikumar et al., 2011b). 본 연구는 이와 같은 

선행연구를 바탕으로 실제 폐수를 모사한 인공폐수(artificial 

wastewater, AWW)에서의 아연과 구리 바이오센서, 아연과 구

리 제거 박테리아의 성능 평가를 수행하였다. 

재료 및 방법

균주 및 배양조건

실험에 사용한 모균주는 대장균 XL1-Blue이다. Zn2+와 Cu2+ 

인지를 위한 박테리아 바이오센서는 pZGFP1과 pCGFP1 플라

스미드를 도입한 재조합 대장균을 사용하였다(Ravikumar et al., 

2011a, 2012). Zn
2+와 Cu2+의 제거가 가능한 박테리아로는 

pZZ1056과 pCC1056 플라스미드를 도입한 재조합 대장균을 사

용하였다(Ravikumar et al., 2011a, 2011b). 실험에 사용한 균주 

및 플라스미드는 Table 1에 정리하였고, 중금속의 인지 및 펩타

이드 표면발현 원리를 Fig. 1에 간단히 도시하였다. 균주의 배양

은 Luria-Bertani (LB) broth (10 g/L bacto-tryptone, 5 g/L 

bacto-yeast extract, 5 g/L NaCl)에서 수행하였다. 중금속 인지 

및 제거 실험은 M9 배지 및 인공폐수(2 g/L starch, 1 g/L glucose, 

80 mg/L NH4NO3, 30 mg/L KH2PO4, 15 mg/L K2HPO4, 1 ml/L 

nutrient solution)를 이용하여 수행하였다. 인공폐수에서 nutrient 

solution의 조성은 다음과 같다: 90 g/L MgSO4·7H2O, 6 g/L 

CaCl2·2H2O, 1.5 g/L FeCl3·6H2O, 6.5 g/L MnCl2·4H2O, 1.7 g/L 

ZnSO4·7H2O, 0.1 g/L CuCl2·2H2O, 1.9 g/L CoCl2·6H2O, 6.5 

g/L NiSO4·6H2O, 0.1 g/L H3BO3, 0.6 g/L Na2MoO4·2H2O, 1 

g/L Yeast extract (Behera et al., 2008).

중금속 인지 실험

플라스미드 pZGFP1과 pCGFP1를 도입한 재조합 대장균을 

LB 배지에서 37℃로 배양한 후, 100배 희석하여 100 μg/ml 

ampicillin이 첨가된 인공폐수에 접종하였다. 접종한 균주는 흡

광도가 OD 600에서 0.5가 될 때까지, 200 rpm, 37℃ 조건에서 

배양하였다. 그 다음 인공폐수 배지에 50 μM의 ZnCl2와 CuSO4를 

각각 첨가한 후, GFP 형광도를 RF-5301PC spectrofluorimeter 
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Fig. 2. Time course of GFP fluorescence of E. coli (pZGFP1) after 
induction with 50 μM of ZnCl2. The recombinant bacteria were 
cultured in M9 media without ZnCl2 ( ), artificial wastewater 
without ZnCl2 (○) and artificial wastewater with ZnCl2 (▼).

Fig. 3. Time course of GFP fluorescence of E. coli (pCGFP1) after 
induction with 50 μM of CuSO4. The recombinant bacteria were 
cultured in M9 media without CuSO4 ( ), artificial wastewater 
without CuSO4 (○) and artificial wastewater with CuSO4 (▼).

(Shimadzu, Japan)를 이용하여 측정하였다. Spectrofluorimeter

의 excitation 파장은 490/10 nm, 그리고 emission 파장은 

510/10 nm로 이용하였다. Specific fluorescence intensity (SFI)

는 각각의 시점에서 측정한 형광도를 그에 상응하는 600 nm에

서 측정한 흡광도로 나눈 값으로, 각각의 시료로부터 최소한 3개

의 측정치를 구하여 평균값을 구하였다.

중금속 제거 실험

플라스미드 pZZ1056과 pCC1056를 도입한 재조합 대장균을 

37℃에서 배양한 후, 100배 희석하여 100 μg/ml ampicillin 첨가

된 인공폐수에 접종하였다. 그 다음 접종한 균주의 흡광도가 

OD600에서 0.5가 될 때까지, 200 rpm, 37℃에서 배양하였다. 

인공폐수 배지에 50 μM의 ZnCl2와 CuSO4를 각각 첨가한 후 

4시간 동안 배양하였다. 균주를 0.85% NaCl로 두 번 씻은 후, 최

종 균주 농도를 10 g dry cell weight (DCW)/L로 맞추어 0.85% 

(w/v) NaCl (pH 5.8)에 희석하였다. 표면에 흡착된 중금속의 농

도를 측정하기 위하여, 5 mM EDTA를 첨가하고 30분 동안 얼

음에서 배양하여 세포 표면에 흡착된 중금속을 탈착시켰다. 탈

착액의 Zn
2+, Cu2+ 농도는 inductively coupled plasma-mass 

spectrometry (ICP, HP4500, Japan)를 이용하여 측정하였다. 

결과 및 고찰

인공폐수에서 재조합 대장균의 중금속 인지

대장균은 Two component system인 ZraS/R 및 CusS/R 시스

템을 이용하여 외부의 Zn2+와 Cu2+를 인지하고, 이들 금속의 

efflux 및 해독과정과 관련된 유전자의 발현을 조절한다. 본 연구

는 선행 연구(Ravikumar et al., 2011a, 2011b)를 통해 제작된 재

조합 대장균(ZraS/R 및 CusS/R에 의하여 각각 활성화되는 zraP

와 cusC 유전자의 프로모터에 GFP를 융합하여 Zn
2+와 Cu2+의 

인지 농도에 따라 형광이 발현되는 박테리아 바이오센서)이 실

제 환경시료에서 작동 가능한지 확인하기 위한 기초 실험으로

서, 순수한 금속이온 용액을 이용한 선행 연구와 달리 인공폐수

에서의 재조합 균주 성능을 평가하였다. 앞의 배양 조건에 나열

한 조성과 같이 인공폐수는 Zn
2+와 Cu2+ 이외의 다양한 간섭 이

온 및 유기물이 포함되어 있다. 비교 실험으로 이용한 M9 배지

와 Zn2+이 추가로 첨가되지 않은 인공폐수에서는 두 경우 모두 

비슷한 수준의 형광도를 보였으며, 시간이 지남에 따라 조금씩 

증가하는 경향을 보여주었다(Fig. 2). 이는 사용한 zraP 프로모

터의 basal level expression에 의한 것이라 추측된다. 반면에 인

공폐수에 추가로 50 μM의 ZnCl2를 첨가한 배지에서는 1시간 이

후부터 급격한 형광의 증가가 나타났으며 반응 5시간 후에 최고

의 형광도를 보여주었다. 최고 형광도는 같은 시간대에 측정한 

M9 배지 및 Zn
2+가 첨가되지 않은 인공폐수의 약 2배에 달하였

다. Figure 3에 나타낸 Cu2+의 경우에도, Cu2+를 첨가하지 않은 

M9과 인공폐수는 비슷한 수준의 형광도를 보여주었다. 반면에 

인공폐수에 50 μM의 CuSO4를 첨가한 경우, 1시간 이후부터 급

격한 형광의 증가를 보였으며 반응 종료시까지 지속적으로 증가

하였다. 즉, 본 연구팀이 two-component system에 기반하여 새

롭게 제작한 재조합 대장균은 다양한 간섭물질이 포함된 인공폐

수에서도 적절하게 목적 중금속인 Zn
2+와 Cu2+를 인지할 수 있

음을 확인하였다. 

인공폐수에서 재조합 대장균의 중금속 제거

선행 연구에서 제작된 Zn
2+와 Cu2+의 흡착 제거가 가능한 재

조합 대장균은 외부의 Zn
2+와 Cu2+를 ZraS/R 및 CusS/R을 이용

하여 인지한 후, zraP와 cusC 유전자의 프로모터를 활성화하여 

OmpC-ZBP (zinc binding peptide)와 OmpC-CBP (copper 

binding peptide) 융합 단백질을 세포표면에 발현시키는 원리이

다. 이때 발현된 OmpC-ZBP와 OmpC-CBP는 각각 외부의 Zn
2+

와 Cu2+에 선택적 친화성을 보이는 펩타이드 서열을 포함하므로 

외부의 Zn2+와 Cu2+가 흡착되어 이를 제거하는 시스템이다(Fig. 1). 
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Fig. 4. SDS-PAGE of the OmpC-CBP and OmpC-ZBP fusion protein 
in extracts from independent culture medium of cells harboring 
pCC1056 and pZZ1056. Non-induced recombinant plasmid 
pCC1056 and pZZ1056 as controls (1 and 3). Induced recombinant 
plasmid pCC1056 and pZZ1056 (2 and 4). Overnight cultures were 
diluted 1/10 in fresh medium (20 ml) containing 100 mg/ml 
ampicillin, induced after 2 h with 0.5 mM CuSO4, and 0.5 mM ZnCl2 

respectively, grown for a further 4 h. The culture medium was 
subsequently recovered for protein samples; proteins were detected 
in Coomassie Blue-stained SDS-PAGE gels. The location of the 
OmpC-CBP and OmpC-ZBP fusion protein is indicated by arrows.

Fig. 5. Bioadsorption of Zn2+ and Cu2+ by E. coli (pZZ1056) and E. 
coli (pCC1056). The metal contents of these samples were 
determined using inductively coupled plasma-mass spectrometry. 
The recombinant bacteria were cultured in M9 media without heavy 
metal (black), artificial wastewater without heavy metal (light grey) 
and artificial wastewater with heavy metal (dark grey). The data are 
aggregate results from replicate experiments (n=3). 

우선 외부의 Zn2+와 Cu2+를 인지했을 때 발현되는 OmpC-ZBP

와 OmpC-CBP를 SDS-PAGE로 확인해 보았다. 플라스미드 

pZZ1056과 pCC1056를 도입한 재조합 대장균을 0.5 mM ZnCl2

와 0.5 mM CuSO4가 각각 첨가된 M9 배지에서 4시간동안 배양

한 후 단백질 발현량의 변화를 관찰하였다(Fig. 4). 단백질 발현

을 명확히 확인하기 위하여 발현 및 흡착실험보다 높은 농도의 

ZnCl2와 CuSO4를 사용하였다. 그림에서와 같이 Zn2+와 Cu2+의 

첨가에 의하여 OmpC-ZBP와 OmpC-CBP 발현량이 증가함을 

확인하였다. 

그 다음 Zn
2+와 Cu2+ 제거 박테리아의 중금속 제거 능력을 인

공폐수에서 테스트하였다. 비교 실험으로 M9 배지에서 흡착 실

험을 수행하였을 경우 Zn
2+와 Cu2+의 흡착량은 미미하였다(Fig. 

5). 또한 Zn
2+와 Cu2+를 첨가하지 않은 인공폐수에서는 약 7 

mg/g DCW 정도의 Zn2+와 Cu2+가 세포 표면에 흡착되었다. 이

는 인공폐수에 첨가된 Zn
2+와 Cu

2+에 의하여 Zn
2+와 Cu

2+의 인

지 및 펩타이드 발현 시스템이 미약하게나마 활성화되었기 때문

이다. 반면에 앞의 중금속 인지 실험과 마찬가지로 인공폐수에 

추가적으로 Zn
2+와 Cu2+를 첨가한 경우는, 약 15–18 mg/g DCW 

정도로 증가된 Zn
2+와 Cu2+가 세포 표면에 흡착되었다. 따라서 

본 연구진이 제작한 중금속 제거 재조합 대장균은 실제 폐수를 

모사한 인공폐수에서도 효율적으로 기능하는 것을 확인하였고, 

향후 추가적인 최적화 및 보완 연구를 통해서 실제 폐수 조건에

서도 선택적으로 중금속 제거가 가능한 재조합 균주의 개발이 

가능할 것이다. 

적 요

Two component system (TCS)인 ZraS/R 및 CusS/R의 zraP

와 cusC 유전자의 프로모터에 의해 green fluorescent protein 

(GFP)이 발현되도록 제작된 박테리아 바이오센서의 성능을 인

공폐수에서 평가하였다. 제작된 박테리아 바이오센서는 실제 폐

수를 모사한 인공폐수에서도 시료 중의 Zn
2+와 Cu2+를 인지하여 

GFP를 효율적으로 발현시키는 것을 확인할 수 있었다. 두번째는 

세포 표면에 금속 친화성 펩타이드가 표현되도록 제작된 구리 

및 아연 제거 박테리아를 인공폐수 조건에서 평가하였다. 제작

된 박테리아는 각각 ZraS/R 및 CusS/R TCS에 의해 주변의 Zn
2+와 

Cu2+를 인지하여 세포 표면에 OmpC-ZBP와 OmpC-CBP 융합

단백질을 발현시키는 시스템이다. 실험을 통해 표면에 금속 흡착 

펩타이드가 발현된 재조합 균은 인공폐수 조건에서도 효과적으

로 구리 및 아연을 흡착시키는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구

에서 개발된 TCS 기반 재조합 균은 인공폐수 조건에서 중금속

의 인지 및 제거 기능이 효과적으로 작동하는 것이 확인되었다. 
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