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저온감압 자견법에 의한 재조합 형광누에고치의 조사
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 ABSTRACT

The fluorescent proteins are generally denatured by heat treatment and thus lose their color. The normal reeling method
includes processing by drying and cooking the cocoons near 100oC before reeling. Therefore, the usual processing
method cannot be used for making colored fluorescent silks. To develop a method that is applicable to producing trans-
genic silk without color loss, we develop reeling methods adequate for a recombinant fluorescence cocoons. It was
found that the fluorescence cocoons keep their native color when dried at temperatures lower than 60oC for 15 h. Also,
a new cooking method to soften the fluorescent cocoons was developed: the cocoons were soaked in a solution of 0.2%
sodium carbonate (Na2CO3)/0.1% nonionic surfactant (Triton X100) at 60oC and then placed under vacuum. The
repeated vacuum treatments enabled complete penetration of the solution into the cocoons, and the cocoons were thus homog-
enously softened and ready for reeling. In this state, the cooked cocoons can be reeled by an automated reeling machine. Our
results suggest that drying and cooking of the cocoons at low temperature enables the subsequent reeling of the colored
fluorescent silks by an automatic reeling machine without color loss and can produce silks that can be used for making
higher value-added silk materials. 
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서 론

누에는 수 천년동안 양잠산업에 있어서 실크를 생산하

는 대표적인 견사곤충으로 인류에 지대한 공헌을 해왔다.

최근에는 일본의 Tamura et al.(2000)에 의해서 형질전환

누에 제작이 성공함으로써, 누에가 전통적인 실크를 생산

하는 곤충에서 강력한 생물학적 모델 곤충 또는 인·축

적용 단백질의약품과 새로운 인공의 실크소재를 생산하는

생체공장화의 대상 곤충으로써 새로운 이용 가능성이 대

두되고 있다(Prudhomme and Couble 2002, Wurm 2003).

실제로 현재까지 사이토카인 등 다양한 유용 재조합단백

질을 형질전환누에가 개발 되었거나 추진 중에 있다. 이

중에서도 특히 2003년에 누에의 피브로인 경쇄 내 인간

의 typeⅢ procollagen 단백질이 포함된 재조합 누에고치

를 생산하는 형질전환누에가 보고된 이후 (Tomita et al.

2003), 누에의 피브로인 경쇄 이외에도, 피브로인 중쇄, 세

리신 1B 및 fibrohexamerin 유전자를 이용하여 후부 및

중부견사선 내에서 재조합단백질을 생산할 수 있는 발현

시스템이 각각 개발되었다(Royer et al. 2005, Kojima et

al. 2007, Tomita et al. 2007). 그리고 지금까지 이들 발현

시스템을 사용하여 EGFP를 포함한 다양한 형광단백질,

basic fibroblast growth factor (bFGF), human serum

albumin (HSA), feline interferon (FeIFN), insulin like

growth factor-I (hIGF-I) 등이 성공적으로 발현되었다(Hino
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et al. 2006, Kurihara et al. 2007, Ogawa et al. 2007,

Tomita et al. 2003, Zhao et al. 2009). 또한, 최근 국내 농

촌진흥청 국립농업과학원 연구팀에도 농가 보급품종인

백옥잠(잠123 ×잠124)을 이용하여 피브로인 중쇄 유전

자 내에 EGFP, mKate2 및 EYFP 형광유전자를 각각

도입하여 녹색, 적색 및 황색형광 누에고치를 생산하는

형질전환누에 개발에 성공한 바 있다(Kim et al. 2011). 이

들 형광누에고치는 특정 파장의 빛을 비추면 어둠 속에

서 영롱한 녹색, 적색 및 황색형광을 나타내며, 형광유전

자가 후부견사선에 강하게 재조합단백질로 발현됨으로

써 자연광에서도 녹색, 적색 및 황색을 띄는 특정을 가

지고 있다. 그리고 실크 생산을 위한 세리신을 제거하는

정련과정에서 색깔이 없어지는 칼라고치나 골든실크누에

의 황금고치와는 달리 견사의 주성분인 피브로인 중쇄 유

전자에 삽입된 형광유전자의 발현으로 정련을 해도 형광

단백질의 고유한 색깔이 그대로 유지되며, 자연광 하에서

도 도입 형광유전자 고유의 형광색을 나타내어 별도의 염색

처리가 필요 없다. 따라서, 친환경적이면서도 경제적인 장점

을 동시에 보유하고 있다. 그러나 이들 형광누에고치는

기존의 100oC 내외의 고온에서 고치를 삶는 자견(煮繭)

과 제사(製絲) 방법을 이용하면 형광단백질에 심각한 변

성이 초래되고 이로 인해 형광색깔을 잃게 되는 단점

또한 가지고 있다.

따라서 본 연구에서는 이들 형광누에고치를 이용하여 별

도의 염색처리 없이 패션의류, 벽지, 조명등갓, 액세서리,

인테리어용품 등의 고부가가치 실크소재로 적용하기 위하

여 형광누에고치에 적합한 제사방법을 개발하였다.

재료 및 방법

1. 누에품종 및 사육

본 연구에 사용된 누에(Bombyx mori)는 백옥잠(잠123 ×잠

124)의 피브로인 중쇄(fibroin heavy chain) 내 북미산해파리

(Aequorea victoria) 유래의 녹색형광유전자(Enhanced Green

Fluorescent Protein, EGFP) 도입에 의해 녹색형광 누에고치

를 생산하는 제 6세대 형질전환누에를 사용하였다. 형질

전환누에는 일반누에와 동일하게 농촌진흥청 농업생물

부의 표준 사육 기준 (온도, 24oC ~ 27oC; 상대습도,

70% ~ 90%)에 준하여 사육하였고, 필요한 시기에 따라

시료를 채취하였다.

2. 녹색형광 누에고치 건조 조건

형광단백질은 일반적으로 고온 열처리에 의해서 변성이

되므로 고온 처리 시 고유의 형광색깔을 잃게 된다. 따라

서 본 연구에 사용된 녹색형광 누에고치는 일반 누에고

치를 건조할 때 행해지는 100oC 이상의 고온 건조가 아닌

저온에서 고치를 열풍건조기를 이용하여 15시간 건조하였다.

3. 녹색형광 누에고치의 세리신 팽윤제 조제

일반적으로 정상 누에고치의 자견(고치삶기)은 100oC 이

상의 고온처리 과정이 요구된다. 녹색형광 누에고치를 정

상 누에고치의 자견 조건으로 자견 시 고온에 의해서 외

래단백질인 녹색형광단백질이 심각한 변성이 초래된다. 따

라서 저온(55 ~ 60oC)에서 녹색형광 누에고치의 세리신을

화학적으로 팽윤시키기 위하여 알칼리제로는 탄산나트륨

(Na2CO3)을, 계면활성제로는 비이온계 계면활성제인 Triton

X100을 사용하였다. 녹색형광 누에고치의 세리신 팽윤을

위하여 침지액 조제는 탄산나트륨의 농도를 0.1, 0.2, 0.3,

0.4%로 설정하고, Triton X100의 농도는 0, 0.1, 0.2, 0.3%

로 설정한 다음, 고치 내강 내 침지액의 최적 침투를 위

하여 탄산나트륨과 Triton X100를 조합 처리하고 침투율

을 측정하였다. 침투율은 침지액을 처리한 전체 누에고치

중에서 누에고치 내강 내 침지액의 침투에 의해 침지용기

의 바닥 면에 완전히 가라앉은 누에고치의 숫자로 측정하였다.

4. 감압 처리에 의한 누에고치 내강 내 침지액 진공 

침투

누에고치 내강 내 침지액을 침투하기 위하여, 침지액의

순환이 용이한 구멍 뚫린 스텐레이스 망에 누에고치를 넣

은 후 누에고치가 침지액 위로 떠는 것을 방지하기 위하

여 가중기로 눌러준 다음, 적정농도의 탄산나트륨과 Triton

X100 용액 중에서 적어도 1개를 포함한 용액 중에 누에

고치를 60oC, 20분간 침지하였다. 20분간 침지 후 충청북

도 농업기술원 잠사시험장에서 자체 개발한 감압기에 옮

겨 -600 ~ -680 mmHg까지 감압을 실시한 후 이 상태로

1 ~ 5분간 유지한 다음 5 ~ 10분에 걸쳐 서서히 상압으

로 복압을 실시하여 누에고치 내강 내로 침지액을 진공 침

투시켰고, 필요에 따라 감압 횟수와 감압도를 달리하여 처

리하였다.

5. 녹색형광 누에고치의 조사

감압 처리에 의한 침지액이 침투된 녹색형광 누에고치

는 감압기에서 꺼낸 후 침지액의 제거를 위하여 수돗물

에 10 ~ 20분 수세한 다음, 충청북도 농업기술원 잠사시

험장에서 자체 개발한 세미조사기를 이용하여 조사하였다. 

결과 및 고찰

1. 녹색형광 누에고치에 적합한 건조 조건

생고치 내의 번데기를 그대로 방치하면 누에나방으로
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변태하여 고치 밖으로 나오게 된다. 그러면 그 누에고치

는 조사(실켜기)가 불가능하기 때문에 나방이 고치 밖으

로 나오기 전에 번데기를 도살하기 위하여 고치를 건조

할 필요가 있다. 일반적으로 누에고치를 건조하는 경우에

는 초기 온도를 113oC로 하고, 이후 서서히 온도를 낮추

고 5 ~ 6시간 동안 62oC까지 낮추는 방법으로 건조를 한다.

이렇게 누에고치를 건조했을 때 42%의 건조비율을 얻을

수 있다(표 1). 그러나 형질전환누에가 생산한 녹색형광

누에고치는 북미산해파리 유래의 녹색형광유전자(EGFP)

가 재조합단백질로 발현되어 녹색형광색을 띄기 때문에,

고온으로 열처리를 할 경우 재조합단백질이 변성되어 고

유의 녹색형광 색깔을 잃게 된다. 따라서 녹색형광 누에

고치를 55 ~ 60oC 저온에서 15시간 열풍 건조했을 때 고

유의 녹색형광색이 유지되는 것을 확인할 수 있었고, 이

때 건견비율은 38% 내외로 곰팡이 피해 없이 장기 저장

이 가능할 것으로 판단되었다(표 1). 

2. 감압 처리에 의한 누에고치 내강 내 침지액 진공 

침투 조건

일반적으로 정상 누에고치의 자견(고치삶기)은 진행식

자견기를 사용하여 수행된다. 자견은 40oC 정도의 온도에

고치를 침지하는 것을 시작하여, 100oC 이상의 온도에서

고온 처리하고 다시 75oC 정도의 저온부에서 저온 처리

후 다시 고온 처리하여 비등 온도에서 서서히 60oC 정도

까지 온도를 낮추는 과정으로 진행된다. 이러한 자견 과

정을 통하여 고치층의 세리신이 팽창하게 되어 고치 내

강으로 증기나 온수의 출입이 용이하게 된다. 그러나 녹

색형광 누에고치를 정상 누에고치의 자견 조건으로 자견

시 고온에 의해서 외래단백질인 녹색형광단백질이 심각한

변성이 초래하게 되고, 결과적으로 누에고치는 녹색형광

색을 잃게 된다. 따라서 본 연구에서는 고온 처리가 아닌

저온 감압처리에 의해 누에고치 내강 내로 침지액을 침

투시키고자 하였다. 저온에서 녹색형광 누에고치의 세리

신을 화학적으로 팽윤시켜 고치 내강 내로 침지액을 침

투를 용이하게 하기 위하여 알칼리제로는 탄산나트륨

(Na2CO3)을, 계면활성제로는 비이온계 계면활성제인 Triton

X100을 사용하였다. 그리고 침지액의 고치 내강 내로의

최적 침투를 위하여 탄산나트륨과 Triton X100 적정 조합

처리 농도를 결정하고자 하였다.

세리신의 팽윤 및 연화 작용을 하는 탄산나트륨의 농도

에 따른 고치 내강 내 침지액의 침투 효율을 분석하기 위

하여 0.1% 농도의 Triton X100을 0.1, 0.2, 0.3, 0.4% 농

도의 탄산나트륨(Na2CO3)과 각각 조합 처리한 침지액을

제조하였다. 탄산나트륨의 농도를 달리한 각각의 침지액

을 60oC까지 가온한 후 누에고치를 20분간 침지하고, 충

청북도 농업기술원 잠사시험장에서 자체 개발한 감압기에

옮겨 -620 mmHg까지 감압을 실시한 후 이 상태로 1 ~ 5

분간 유지한 다음 5 ~ 10분에 걸쳐 서서히 상압으로 복압

을 실시하였다. 감압과 복압은 3회 반복 실시한 후 각각

의 Triton X100과 탄산나트륨 조합 처리 침지액에 대하여

누에고치 내강 내 침지액의 침투율을 조사하였다. 그 결

과, 0.1% 농도의 Triton X100과 0.2% 농도의 탄산나트륨

을 조합 처리했을 때 고치 내강 내 침지액의 침투율이

100%로 가장 높게 나타났다(표 2).

누에고치층의 교착하여 침지액의 침투작용을 용이하게

하는 비이온계 계면활성제인 Triton X100의 농도에 따른

고치 내강 내 침지액의 침투 효율을 분석하기 위하여 상

기 결과에 가장 우수한 결과를 나타낸 0.2% 농도의 탄산

나트륨을 0, 0.1, 0.2, 0.3% 농도의 Triton X100과 각각 조

합 처리한 침지액을 제조하고, 상기와 동일한 방법으로

감압 처리한 다음 누에고치 내강 내 침지액의 침투율을

조사하였다. 그 결과, Triton X100 무처리 및 0.1% 농도

의 Triton X100 처리구에서 고치 내강 내 침지액의 침투

율이 100%로 가장 높게 나타났다(표 3). 그러나 Triton

X100 무처리의 경우에는 비록 100%의 침투율을 나타내

었지만 0.1% Triton X100 처리구에 비하여 실풀림율이 저

조한 것으로 나타났다. 따라서, 녹색형광 누에고치 내강

내 침지액의 침투율이 가장 우수한 침지액 제조 조건은

0.1% 농도의 Triton X100과 0.2% 농도의 탄산나트륨의

조합 처리로 판단되었다.

Table 1. Weight ratio of dried cocoon after heat treatment of

ordinary and fluorescence cocoons, respectively.

Experiment Ordinary cocoon
Fluorescence

cocoon

Temperature (℃) 113 ~ 62 55 ~ 60

Times (h) 6 15

Ratio of dried cocoon (%) 42% 38%

Table 2. Effect of sodium carbonate concentration (Na2CO3) on the

penetration ratio of solution into the fluorescence silk cocoons

 Na2CO3(%)

Triton(%)
0.1 0.2 0.3 0.4

0.1 71.4% 100% 71.4% 78.6%

Table 3. Effect of nonionic surfactant (Triton X100) on the

penetration ratio of solution into the fluorescence silk cocoons

 Triton(%)

Na2CO3(%)
0.1 0.2 0.3 0.4

0.1 100% 100% 85.7% 85.7%
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다음으로는 진공감압 횟수와 감압도에 따른 녹색형광

누에고치 내강 내 침지액의 침투율을 조사하였다. 이때

침지액은 상기에서 가장 우수한 결과를 나타낸 0.1% 농

도의 Triton X100과 0.2% 농도의 탄산나트륨을 조합하여

사용하였다. 진공감압 횟수를 1, 2, 3, 4회로 달리하여 처

리했을 때 3회 및 4회 처리구에서 침투율이 100%로 가

장 높게 나타났다. 그러나 4회 진공감압 처리 시 3회 처

리구에 비하여 생사 내 마디수가 증가해 생사량이 감소

하는 결과를 초래했다. 따라서 녹색형광 누에고치 내강

내 침지액의 진공 침투는 감압과 복압을 3회 반복처리

시 가장 우수한 것으로 판단되었다(표 4). 또한, 감압도

를 -600, -620, -640, -680 mmHg로 달리하여 침투율을 조

사한 결과, -600 mmHg를 제외한 모든 진공감압 처리구에

서 침투율이 100%로 나타났지만 -640mmHg 이하의 진공

감압시 침지액이 역류하여 기계고장의 결과를 초래하였다.

따라서 녹색형광 누에고치 내강 내 침지액의 진공 침투

에 가장 적합한 감압도는 -620 mmHg인 것으로 판단되

었다(표 5).

3. 녹색형광 누에고치의 조사

상기에 의해 감압 처리에 의한 침지액이 침투된 녹색형

광 누에고치는 감압기에서 꺼낸 후 침지액의 제거를 위

하여 수돗물에 10 ~ 20분 수세하고, 충청북도 농업기술원

잠사시험장에서 자체 개발한 세미조사기를 이용하여 조사

하였다. 이때 조사는 실켜는 속도 160 m/min, 목적 섬도

21 denier, 실켜기 시작 시 고치 갯수 7 ~ 10개, 실끝 찾기

탕온도 68 ~ 70oC, 실켜기 탕온도는 38 ~ 40oC로 설정하여

실시하였다. 그 결과, 녹색형광 누에고치로부터 고유의 녹

색형광색의 변성 없이 자연광 하에서도 천연의 녹색형광

색을 띄는 생사를 생산할 수 있었고, 생산된 생사를 어둠

속에서 특정 파장의 빛을 조사했을 때 뚜렷한 녹색형광

을 확인 할 수 있었다(그림 1). 

이상의 결과로써, 우리는 재조합 녹색형광단백질(EGFP)

을 포함한 누에고치로부터 녹색형광 단백질의 변성을 초

래하지 않는 누에고치의 저온건조 방법, 저온 진공감압

처리에 의해 고치 내강 내 침지액 침투방법 및 조사방법

을 개발하였다. 그 결과, 녹색형광 누에고치로부터 천연

의 녹색형광색을 띄는 생사를 생산할 수 있었다. 그리고

생산된 녹색형광 생사는 별도의 염색처리 없이 패션의류,

벽지, 조명등갓, 액세서리, 인테리어용품 등의 고부가가치

실크소재로 적용이 기대된다.

적  요

최근 국내 농촌진흥청 국립농업과학원 연구팀에서 농가

보급품종인 백옥잠(잠123 ×잠124)을 이용하여 피브로인

중쇄 유전자 내에 녹색형광유전자(EGFP)를 도입하여 녹

색형광 누에고치를 생산하는 형질전환누에 개발에 성공한

바 있다. 그리고 녹색형광 누에고치는 견사의 주성분인

fibroin heavy chain 유전자에 삽입된 형광유전자의 발현

으로 정련을 해도 형광단백질의 고유한 색깔이 그대로 유

지되며, 자연광 하에서도 도입 형광유전자 고유의 형광색

을 나타낸다. 그러나 형광누에고치는 기존의 100oC 내외

의 고온 처리에 의한 건조, 자견 및 조사 방법을 이용하

면 형광단백질에 심각한 변성이 초래되고 이로 인해 형

광색깔을 잃게 되는 단점을 가지고 있다. 따라서 본 연구

에서는 녹색형광 누에고치로부터 녹색형광단백질의 변성

을 초래하지 않는 누에고치의 저온건조 방법, 저온 진공

감압 처리에 의해 고치 내강 내 침지액 침투방법 및 조

사방법을 개발하여, 녹색형광 누에고치로부터 천연의 녹

색형광색을 띄는 생사를 생산하였다. 그리고 이들 생산된

녹색형광 생사는 별도의 염색처리 없이 패션의류, 벽지,

조명등갓, 액세서리, 인테리어용품 등의 고부가가치 실크

소재로 적용이 기대된다.
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Fig. 1. Green fluorescent silks produced by a cooking method

adequate for a recombinant fluorescence cocoons.  The picture is

take through a yellow filter under a blue LED.

Table 4. Effect of numbers of vacuum on the penetration ratio of

solution into the fluorescence silk cocoons

Numbers of 

vacuum
1 2 3 4

Penetration 

ratio (%)
70% 80% 100% 100%

Table 5. Effect of intensity of pressure on the penetration ratio

of solution into the fluorescence silk cocoons

Pressure (mmHg) -600 -620 -640 -680

Penetration ratio 

(%)
90% 100% 100% 100%
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