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Abstract: Arthrospira platensis (A. platensis) is a micro-

scopic and filamentous cyanobacterium that derives its name

from the spiral or helical nature of its filaments. In this study,

we induced mutants of A. platensis through NMU treatment

and selected two strains by level of ipid contents. We named

mutant ‘1-9’, ‘2-5’, and they were cultivated in the same way

with the wild type. During 12 days cultivation, cell growth,

dry cell weight, pigment content, and lipid content were mea-

sured for characteristics of mutants. As a result, pigment and

lipid content of mutants were increased about 3.6, 1.8 times

compared with wild type, respectively. It was shown that total

flavonoid and polyphenol contents of mutants were increased

about 1.5 times compared with wild type. And radical scav-

enging effect of mutants were increased about 10% com-

pared with wild type.

Keywords: Arthrospira platensis, N-methy-N-nitrosourea,
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1. INTRODUCTION

미세조류는 식물성 플랑크톤과 같은 광합성을 하는 마이크

로미터 크기의 수중 단세포 생물로 약 10만 종 이상이 보고

되어졌으며 육상식물에 비해 단위면적당 생산율이 높다고

알려져 있다 [1]. 미세조류 내 카로티노이드, 지방산, 항산화

제 등의 유용물질은 주로 화학분야 및 바이오매스 생산에 이

용된다. 햇빛이 풍부한 알칼리 호수에 자생하는 Arthrospira

platensis (A. platensis)는 나선형의 남조류이다 [2]. A. platen-

sis는 polyunsaturated fatty acid, β-carotene, chlorophyll-a, c-

phycocyanin과 같은 유용성분을 함유하여 영양분으로써의

가치가 우수하다고 보고되어진다 [3,4]. C-phycocyanin은 A.

platensis가 함유하는 단백질 중 약 20%를 차지하며 질소형태

의 분자로 저장되어 체내에 활동하며 항산화, 지질 과산화,

간보호, 항염증 등의 효능을 가진다 [5]. Manpreet 등 [6]은

piroxicam과 c-phycocyanin을 이용하면 암을 유도하는 1,2-

dimethylhydrazine (DMH)는 감소하며 COX-2와 같은 가능한

타겟임을 확인하였다.

A. platensis 내 지질은 식품과 의약품 그리고 재생 가능한

바이오매스로 활용이 가능하다. 미세조류의 중성지질 함량

은 배양 조건에 따라 축적률이 달라진다고 보고되며 기존 작

물에 비해 약 50~100 배 이상 높은 지질 생산량을 자랑한다

[7]. 미세조류는 다른 작물에 비해 높은 지질 함유량에도 불

구하고 세포의 밀도가 상대적으로 낮고, 미생물에 의한 오염

도가 높은 단점을 가져 산업적인 이용률은 낮다. 또한 미세

조류 내 지질이나 지방산과 같은 유용물질을 추출하기에는

생산성이 낮아 경제적인 한계를 가진다. 이를 극복하기 위해

지질과 같은 유용물질이 다량 함유된 미세조류의 균주 개량

을 통해 생산성을 높이는 것이 필요하다.

미세조류 내 지질과 같은 유용물질을 산업적으로 이용하

기 위해 다양한 연구들이 진행되고 있다. 세포 내 유용물질

의 함량 증가를 위해 돌연변이원 처리를 통한 균주개량 방법

과 유전자 조작을 통한 균주개량 방법이 사용되고 있으며,

다양한 돌연변이원 처리를 통해 균주를 개량하는 무작위적

돌연변이법이 많이 사용되고 있다 [8]. 돌연변이원 종류로는
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크게 물리적 돌연변이원과 화학적 돌연변이원으로 나눌 수

있으며 물리적 돌연변이원은 자외선과 전자빔 그리고 X-선

이 있으며 화학적 돌연변이원은 ethyl methane sulfate (EMS),

N-nitroso-N-methylurea (NMU), sodium azide (NaN2)를 대표

적으로 들 수 있다. 화학적 돌연변이원은 변이체의 유기 효율

이 높다고 보고되어지며, sodium azide는 염색체의 변형 및

염기의 삭제를 통해 돌연변이가 유발된다고 알려져있다 [9].

예를 들어 EMS 처리를 통해 유도된 A. platensis 개량 균주는

야생균주에 비해 이산화탄소 고정능이 약 15~17% 가량 증

가되었으며 세포의 부상성 또한 약 2 배 이상 증가되어 효과

적인 수확을 가능하게 하였다 [10]. 또한 NMU와 quizalofop-

p-ethyl을 이용하여 Nannochloropsis oculata균주 개량을 진

행하였을 때에 eicosapentaenoic acid (EPA)가 증대된 개량 균

주를 획득하였으며, N-methyl-N'-nitro-nitrosoguanidine (MN

NG)를 Chlorella sorokiniana에 처리하여 lutein 함량이 높은

개량 균주를 얻을 수 있었다 [11]. 이처럼 돌연변이원 처리를

통한 균주개량은 세포 내 대사산물 함량의 증대라는 장점을

가진다. NMU는 알킬레이트 물질에 해당되는 돌연변이원으

로 유전자의 염기쌍 변화를 통해 돌연변이원을 유도한다. 따

라서 NMU를 돌연변이원으로 이용한다면 보다 많은 형태의

개량 균주를 획득할 수 있을 것이라고 판단된다. 본 연구에

서는 화학적 돌연변이원에 해당하는 NMU를 A. platensis 에

처리하여 개량균주를 획득하였으며 항산화능과 같은 생리

활성을 분석하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 사용균주 및 배양방법

본 연구는 Arthrospira platensis NIES 39 (KCTC AG30033)를

한국생명공학연구원 생물자원센터로부터 분양받아 사용하

였다. 알칼리성 무기배지인 SOT배지로 균주를 배양하였다.

SOT 배지는 SOT-1과 -2를 각각 121oC에서 15 분 간 멸균 및

냉각시켜 혼합 후 10 N NaOH를 이용해 pH 9로 조절하였다.

균주는 35oC, 120 rpm, 광도 6,000 lux의 조건에서 배양하였

다. 광주기는 12 시간 : 12 시간 (명 : 암)으로 명반응 시 형광

등을 사용하였다 [12].

2.2 색소 함량 분석

광합성을 통해 생장하는 미세조류 내 색소함량의 변화를 알

아보기 위해 배양 12일 차에 세포 내 클로로필과 카로티노이

드 함량을 분석하였다. 세포 내 색소함량 측정은 세포 1 mL

을 13,000 rpm에서 3 분간 원심분리한 뒤 상등액을 제거하고

methanol 1 mL을 첨가하여 60oC에서 30분간 반응하였다. 이

후 0oC에서 2분간 냉각 후 13,000 rpm에서 2분간 원심분리

하여 상등액을 분리하였다. 분리한 상등액은 UV/Vis분광기

를 이용해 650, 653, 461, 664 nm 파장에서 흡광도를 측정하

였으며 측정 후 아래 식에 대입하여 계산하였다 [13].

 

Chlorophyll (mg/L) = (A650 × 25.5) + (A655 × 4)

Carotenoid (mg/L) = (A461 + (0.046 × A664)) × 4

2.4. 지질함량 분석

NMU 조사 후 얻은 변이주의 지질 함량을 분석하기 위해

Chen 등 [14]의 방법을 이용하여 측정하였다. 측정 하려는 세

포의 흡광도를 0.5로 조정하고 세포 10 µL와 증류수 138 µL,

0.5 µg/mL 농도로 조절한 nile red 2 µL, DMSO 50 µL를 혼합

하여 40oC에서 10분간 반응하였다. 반응 후 형광광도계 (Infi-

nite F 200 pro, Tecan, Austria)를 이용하여 excitation 495 nm,

emission 620 nm에서 형광값 (fluorescence intensity)을 측정

후 nile red로 염색된 세포의 형광값과 미세조류 자체 형광값

을 빼서 세포가 가진 지질 함량을 분석하였다. 측정한 지질

함량의 정량을 위해 Bertozzini 등 [15]의 방법을 변형하여 검

량선을 작성하였으며 이를 바탕으로 세포 내 지질함량의 정

량을 진행하였다 [16].

2.5. C-phycocyanin 함량 분석

동결 건조한 미세조류 100 mg을 0.5 M 인산완충용액 (pH

6.8) 5 mL에 넣고, homogenizer (Wheaton, USA)를 이용하여

세포를 분쇄하였다. 분쇄하여 얻은 조추출액을 4oC에서

10,000 rpm으로 5분간 원심분리하였다. 원심분리하여 얻은

상등액을 이용하여 c-phycocyanin 함량을 측정하였다. C-

phycocyanin은 20 µg/mL의 농도로 인산완충용액에 희석하

였으며 이를 이용한 표준 검량선을 작성하여 사용하였다.

2.6. 세포 내 항산화능 분석

Homogenizer를 이용하여 얻은 시료를 이용하여 total flavo-

noid content, total polyphenol content, 자유라디칼 소거능

(DPPH)을 ELISA reader (Molecular Devices, Spectra MAX

250, USA)로 측정하였다.

2.6.1. Total flavonoid content

Total flavonoid content 는 NFRI [17]의 방법을 준용하여 시험

하였다. 각 시료 100 µL에 diethylen glycol 1 mL과 1 N

NaOH 100 µL를 혼합하고 37oC에서 1시간 동안 정치한 후

420 nm에서 흡광도를 측정하였다. Total flavonoid content는

naringin (Sigma)을 이용하여 작성한 표준곡선을 이용하여 계

산하였다.

2.6.2. Total polyphenol content

Total polyphenol content 는 Folins-Denis [18] 방법에 의해 측

정하였다. 시료 50 µL에 2% Na2CO3 1 mL을 가하여 혼합, 3

분간 정치 후 1 N Folin-ciocalteu (Sigma, USA) 50 µL를 첨가

하였다. 혼합액을 30분간 반응 후 750 nm에서 흡광도를 측

정하였다. Total polyphenol content는 gallic acid (Sigma)를 이

용하여 표준 검량선을 작성하였으며 검량선을 이용하여 계

산하였다.
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2.6.3. 자유라디칼 소거능

시료의 자유라디칼 소거능은 Blosis [19]의 방법을 변형하여

전자공여효과로 나타나는 시료에 대한 환원력을 측정하였

다. 시료 100 µL에 0.1 mM DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhy-

drazyl) 50 µL와 10% 에탄올 100 µL를 가하여 실험을 진행하

였다. 이 반응액을 혼합하고 실온에 15분간 방치하였다. 반

응액은 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능은 다

음의 식을 이용하여 계산하였다.

Scavenging effect(%) =

[1 − ((Asample − Asampleblank) / Acontrol)] × 100

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 돌연변이 유도 및 세포 생장

대수증식기의 A. platensis 세포를 이용하여 3,000 rpm에서

10분간 원심분리하여 세포를 수확하였다. 0.5 M 인산완충용

액을 이용하여 2회 세척 후 SOT 배지를 첨가하여 NMU를 1,

2 mM의 농도로 처리하여 암 배양 후 고체배지에 streak하여

단일 콜로니를 유도하였다. 유도된 단일 콜로니는 액체 배지

로 옮겨 배양하였으며 일정 기간 배양 후 균주의 특성 분석

을 위한 실험을 진행하였다.

NMU 1, 2 mM 처리를 통해 다수의 개량균주를 획득하였

으며 획득한 개량균주 가운데 야생균주에 비해 지질 함유량

이 높은 개량균주를 각각 1-9, 2-5로 명명하였다. 야생균주와

의 세포 생장 비교를 위해 3일 간격으로 12일 동안 520 nm에

서 흡광도를 측정하였다 (Fig. 1(a)). 개량균주 1-9는 야생균

주에 비해 약 6% 감소한 반면 2-5 균주는 약 10% 증가함을

확인하였다. 배양 12일 후, 세포 건조중량으로 나타낸 바이

오매스 생물량의 경우 1-9 균주는 약 1.2 g/L, 2-5 균주는 1.4

g/L를 나타내어 야생균주의 바이오매스 생물량인 1.3 g/L와

비슷한 경향을 나타냄을 확인하였다 (Fig. 1(b)). 본 실험을 통

해 미세조류의 흡광도에 비해 바이오매스 양이 낮음을 나타

내는 것으로 Nannochloropsis oculata 에 자외선 조사로 유도

된 변이주의 실험결과와 동일함을 나타낸다 [13]. N. oculata

변이주 역시 흡광도에 비해 바이오매스 양이 약 24% 낮음을

보고하였으며 본 실험에서도 26% 낮음을 확인할 수 있었다.

3.2. 지질 함량 변화

돌연변이원 처리를 통해 선별한 개량 균주 내 지질 함량 변

화를 확인하기 위해 세포 배양 12일 차에 형광 강도 측정을

통해 지질 함량을 분석하였다. 실험에 사용한 형광 강도 측

정법은 중성 지질 표준 물질인 triolein 정량을 위해 표준 곡

선을 이용하여 시료의 형광강도와 지질 함량을 연관시켜 나

타내는 방법이다. Triolein과 형광 강도 사이에 좋은 직선성

(R2=0.99935)을 나타내어 지질 정량에 사용하였다. 개량균주

1-9, 2-5의 형광 강도 수치를 검량선을 이용하여 정량한 결과,

19.4 µg/mL, 15.7 µg/mL로 10.6 µg/mL의 야생균주 지질 함량

보다 약 1.8배, 1.5배 증가함을 확인하였다 (Fig. 2).

미세조류는 질소, 탄소원 등의 영양분이 고갈되거나 온도

와 pH 같은 조건의 변화를 통한 생장환경 변화는 세포 내 지

질 대사 변화를 통해 다량의 지질을 함유하는 것으로 알려져

있다. 오 등 [20]은 fed-batch 실험 방법을 이용하여 Chlorella

를 배양하는 실험을 진행하였으며 그 결과, 지속적으로 배지

내 영양분이 공급된 시기에는 균체의 농도가 증가함을 확인

하였지만 영양분이 결핍된 배양 말기에는 중성 지질과 같은

세포 내 유용물질의 함유량이 증가함을 확인할 수 있었다.

Boussiba [21]은 질소 결핍 생장환경에서 Haematococcus plu-

vialis의 특성을 분석하였으며, 질소 결핍 환경에서 세포 내

astaxanthin의 함유량이 증가함을 보고하였다. 미세조류는 생

장 시 영양분 결핍과 같은 스트레스에 노출되면 불리한 조건

Fig. 1. Cell growth and dry cell weight of WT, 1-9 and 2-5. (a) Cell

growth, (b) Dry cell weight.

Fig. 2. Lipid content of WT, 1-9 and 2-5.
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에 대처하기 위해 지질 과 같은 유용물질의 합성 대사과정을

변환하게 된다. 이러한 유용물질 합성 대사과정 변환은 세포

생장을 방해하는 요인으로 작용한다. 하지만 본 실험을 통해

선별한 두 개량 균주는 야생균주와 비슷한 세포 생장률을 보

였지만 중성지질 함유량은 약 1.5배 이상 증가한 것을 확인

하였다.

3.3. 색소 함량 변화

개량균주 세포 내 색소함량 변화를 확인하기 위해 배양 12일

차에 클로로필과 카로티노이드 함량을 측정하였다. 개량균

주 1-9, 2-5의 클로로필 함량은 각각 13.8 g/L, 14.2 g/L로 야

생균주에 비해 약 9%, 6% 감소하였다 (Fig. 3(a)). 이를 세포

건조중량 당 클로로필 함량으로 나타내면 11.2 mg/g, 10.2

mg/g으로 야생균주에 비해 약 4%, 13% 감소함을 확인하였다

(Fig. 3(b)). 카로티노이드 함량은 15%, 1% 감소하여 야생균

주와 비슷하거나 일부 감소함을 확인할 수 있었다 (Fig. 3(c)).

A. platensis 내 유용물질 중 하나 인 c-phycocyanin 함량을

측정 및 분석하였다. C-phycocyanin은 A. platensis 내 항산화,

항염증과 같은 생리활성에 영향을 미치는 물질로, 본 실험에

서는 야생균주 및 개량균주 내 물질 함유량을 확인하기 위해

인산완충용액을 이용하여 추출 후 함량을 분석하였다. C-

phycocyanin을 이용한 표준 검량선 작성을 위해 농도별로 흡

광도를 측정하였으며 좋은 직선성 (R2=0.9925)를 나타내어

c-phycocyanin 정량에 적합하다고 판단하였다. 야생균주 내

cphycocyanin 함량은 약 0.3 µg/mL인데 반해 1-9는 약 0.9 µg/

mL, 2-5는 약 1.1 µg/mL의 c-phycocyanin 함유량을 나타내여

약 2.6배, 3.2배 증가함을 확인하였다 (Fig. 4).

Sharma 등 [22]은 식물세포에 돌연변이원을 처리하여 대사

경로의 변화를 확인하였다. 광합성을 통해 생장하는 식물세

포에 물리적 돌연변이원인 자외선을 처리하였으며 이를 통

해 식물세포 내 색소 함량 및 개체 수 감소를 확인하였다. S.

L. Dube 등 [23]의 결과를 통해서도 돌연변이원 처리를 통한

식물세포 내 색소함량의 변화를 확인할 수 있었다. S. L.

Dube 등은 자외선과 같은 돌연변이원 처리는 식물의 유용물

질 생산과 같은 광합성 대사를 저해하며, 돌연변이원으로 인

해 스트레스가 유도되면 CO2 저감 효과 및 세포 내 색소 함

량의 감소를 보고 하였다. 또한 미세조류 세포 내 지질 함량

변화는 색소 함량 변화와 평행적으로 발생하며 [24], phyco-

cyanin 과 같은 색소함량 감소는 지방산과 같은 유용물질의

함량 감소가 함께 발생함을 보고하였다 [25]. 미세조류는 질

소원 결핍 및 고광도의 빛 조사를 통한 스트레스 환경에서

생장을 위해 지질과 carotenoid와 같은 유용물질을 다량 축적

한다 [26]. 스트레스 환경에서 생장하는 세포 내 지질은 세포

질의 oli body에 위치하여 색소 (chlorophyll, carotenoid)등의

축적을 가능하게 하며, oli body 내 색소는 지질 과산화 억제

와 같은 항산화 효과를 나타낸다. 이와 같이 세포 내 지질은

색소의 성분과 깊은 관련이 있음을 나타낸다 [27].

Fig. 3. Chlorophyll, chlorophyll per dry cell weight and carotenoid

content of WT, 1-9 and 2-5. (a) Chlorophyll content, (b) Chloro-

phyll content per dry cell weight ,(c) Carotenoid content.

Fig. 4. C-phycocyanin content of WT, 1-9 and 2-5.
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3.4. 개량균주 항산화능 분석

개량균주 내 항산화 물질 함량 및 항산화능을 비교하였다.

미세조류 의 유용성분에 해당하는 지질 과 엽록소, 카로티노

이드 같은 색소의 함량이 야생균주와 차이가 있음을 확인하

였다. 또한 개량균주 내 c-phycocyanin 함량의 변화를 통해

항산화능과 같은 생리활성의 변화를 유추하게 되었다. 따라

서 플라보노이드 및 폴리페놀과 같은 항산화물질 함량 및 자

유라디칼 소거능을 측정하였다. 개량균주의 플라보노이드,

폴리페놀 및 자유라디칼 소거능 측정을 위해 20 mg/mL 농도

로 인산완충용액을 이용하여 추출하였다. 인산완충용액을

이용해 추출 한 시료의 항산화 물질 함량은 Fig. 5에 나타내

었다. 플라보노이드 정량을 위해 naringin을 이용하여 표준

검량선을 작성하였으며 좋은 직선성 (R2=0.994)을 나타내어

플라보노이드 정량에 적합하다고 판단된다. 개량균주 1-9,

2-5의 플라보노이드 함량은 4.1 µg/mL과 6.8 µg/mL로 야생

균주에 비해 약 1.1배, 1.8배 증가함을 확인하였다. 폴리페놀

정량을 위해 gallic acid를 이용하여 표준검량선을 작성하였

으며 좋은 직선성 (R2=0.9862)을 나타내어 폴리페놀 정량에

적합하다고 판단된다. 개량균주 1-9, 2-5의 플라보노이드 함

량은 12.9 µg/mL과 11.3 µg/mL로 야생균주에 비해 약 1.6배,

1.4배 증가함을 확인하였다. 자유라디칼 소거능 측정 결과

야생균주는 약 36%였는데 반해 개량균주 1-9, 2-5 균주는 약

40%, 42%의 소거능을 나타냄을 확인하였다 (Fig. 5(b)).

다수의 논문들은 개량된 미세조류의 균주 내 항산화 물질

함량이 야생균주에 비해 높음을 보고하였다. 김 등은 전자빔

조사를 통해 변이주를 획득하였으며 변이주의 항산화물질

함량 및 항산화능을 비교 분석하였으며, 전자빔 조사를 통해

획득한 변이주의 플라보노이드 함량은 야생균주에 비해 약

1.9배 증대되었으며, 폴리페놀 함량 또한 약 1.8배 증대되었

다 [28]. Abd- El-Baky 등 [29]은 미세조류의 성장 환경 및 돌

연변이원 처리와 같은 스트레스 상황에서 세포 내 항산화 물

질 축적량 등이 높아진다고 보고하였으며 이는 세포 내 유용

물질 함량 변화와 유사하다고 보고하였다. 이러한 보고들을

바탕으로 본 연구에서의 NMU 처리는 스트레스 요인으로

작용하여 미세조류 세포 내 항산화 물질 함량 대사에 변화를

주었을 것이라고 추측할 수 있다.

4. CONCLUSION

본 연구는 미세조류인 A. platensis에 1, 2 mM의 NMU 처리를

통해 돌연변이를 유도하였고, 지질 함유량이 증대된 변이주

1-9, 2-5를 선별하였다. 1-9와 2-5의 생장속도와 세포 건조 중

량 및 색소 (클로로필, 카로티노이드) 함량은 야생균주와 비

슷하거나 조금 증가함을 보였다. 하지만 미세조류 유용물질

에 해당하는 돌연변이주의 지질과 c-phycocyanin 함량은 야

생균주에 비해 눈에 띄는 차이를 보였다. 지질 함량은 nile

red를 이용하여 세포 염색 후 형광강도를 측정하고, triolein을

이용하여 정량하여 나타내었으며 돌연변이주의 지질 함량은

야생균주에 비해 최대 1.8 배 증대 되었음을 확인하였다. C-

phycocyanin 함량 분석을 위해 야생균주와 돌연변이주를 0.5

M 인산완충용약으로 추출하였으며, 측정 결과 야생균주에

비해 돌연변이주의 c-phycocyanin 함량은 약 3.6 배 증가함을

확인할 수 있었다. C-phycocyanin 함량 증대는 항산화능에 영

향을 미친다는 기존의 보고를 참고하여 항산화 물질인 fla-

vonoid 와 polyphenol 함량 및 자유라디칼 소거능 실험을 진

행하였다. 돌연변이주의 항산화 물질 함량은 야생균주에 비

해 약 1.5배 이상 증가를 확인하였으며, 자유라디칼 소거능은

야생균주와 비슷함을 확인하였다. 화학적 돌연변이원 처리

를 통해 선별된 1-9, 2-5균주는 세포 생장에 영향을 미치지 않

으며 유용물질인 중성지질 및 c-phycocyanin 함량을 증대시

키며 항산화 물질과 항산화능 또한 증가하여 기능성 식품 산

업에 적용될 수 있을 것이다.
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