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Abstract − It was previously reported that yeast elicitor transiently increased oleanolic acid and ursolic acid in Scutellaria

baicalensis suspension cultures and also doubled phospholipase A
2
 (PLA

2
) activity. Thus, PLA

2
 was purified from the soluble

fractions of S. baicalensis suspension cultures and the characters of the purified PLA
2
 were identified. The PLA

2
 was purified

about 160 times compared with the starting soluble-protein extract from S. baicalensis suspension culture cells. The purified

protein showed a molecular mass of about 43 kDa by SDS-PAGE. The purified plant PLA
2
 had a neutral pH optimum (pH

7.0) and required Ca
2+

 for activity. The PLA
2
 activity was inhibited by mammalian PLA

2
 inhibitors such as 5,8,11,14-eico-

satetraynoic acid (ETYA) and arachidonyl trifluoromethyl ketone (AACOCF
3
)
.
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포스포리파아제 A2 (PLA2)는 당인지질의 sn-2 이스터 결

합을 분해하고, 친-염증 과정에서 가장 중요한 역할을 하여

염증에 의한 질환에 영향을 주는 효소이다.
1)

 동물에서는

PLA2에 의한 세포막의 인지질의 분해로 인해 생성된 아라

키돈산이 연속적으로 대사되어 프로스타글란딘, 트롬복산,

류코트리엔과 같은 eicosanoid류를 생합성 하는 것으로 알

려져 있다.
2)

그러나, 식물에서 PLA2가 다양한 식물의 신호 전달체계

에 영향이 있을 것이라는 간접적인 증거들은 있지만 실제

로 PLA2를 분리 정제하여 성격을 규명하는 연구는 많이 진

행되어 있지 않다. 

식물 세포에서 세포막으로부터 유리된 linolenic acid는 동

물세포에서 arachidonic acid와 유사한 역할을 하는 것으로

보고가 되고 있다. 즉, linolenic acid는 jasmonic acid 와 다

른 octadecanoid로부터 유래한 식물 성장 조절 물질의 전구

체로 추정되고 있다.
3,4)

 Jasmonic acid 및 octadecanoid 유래

물질은 강력하고 다양한 활성이 있는 식물 성장 조절 물질

로서 수술의 개열, 열매의 성숙, 뿌리의 생장, 덩굴손의 비

틀림 등을 조절하고, 식물이 곤충이나 병원균에 저항성을

갖게 하는 데에 매우 중요한 역할을 한다.
5)

 가지과 식물인

고추 (Capsicum annuum L.)의 배양세포에 cellulase, yeast

extract와 같은 생물학적 elicitor를 가하면 sesquiterpene계열

물질인 capsidiol의 생성이 증가하는데 이 과정에 PLA2의

활성화가 중요한 역할을 한다는 보고가 있다.
6)

 이러한 결과

들을 통하여, 식물에 존재하는 PLA2에 의한 linolenic acid

의 유리가 동물세포에서 아라키돈산-프로스타글란딘 시스템

의 경우에서처럼 식물의 신호 전달체계에서 속도 결정 단

계라고 생각할 수 있다.
7,8)

 

지난 연구에서 황금배양세포에 yeast elicitor를 처리하여

triterpenoid의 생성이 증가함을 확인하였고, 이러한 이차 대

사산물 생합성의 증가는 PLA2의 활성화로 인한 jasmonic

acid에 생성에 의해 조절됨을 보고 하였다.
9)

 

본 연구에서는, 황금 배양세포로부터 PLA2를 분리 정제

하고, 그 성격을 규명하고자 하였다. 황금 배양세포로부터

분리한 PLA2의 기질 특이성을 조사하여 PLA2와 jasmonic

acid의 생합성 간의 상관관계도 확인하고자 하였다. 
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재료 및 방법

시약 및 재료 − 1-Stearoyl-2-[1-
14

C]arachidonyl-GPC (55.3

mCi/mmol)는 Amersham Life Science (Buckinghamshire,

UK)로부터 구입하였다. 1-Stearoyl-2-arachidonyl-sn-glycerol,

arachidonic acid (AA), 1-stearoyl-2-arachidonoyl-GPC, ETYA

등은 Sigma (St. Louis)에서 구입하였다. Lyso-phosphochiline

은 AvantiPolar Lipids (Alabaster, AL)로부터 구입하였고,

arachidonyl trifluoromethyl ketone (AACOCF3)는 Biomol

(Plymouth Meeting, PA)에서 구입하였다. 다른 시약들은 가

능한 특급 시약을 구매하여 사용하였다. 

PLA
2
 활성 측정 − PLA2 의 활성은 2-[1-

14
C]AA-GPC를 기

질로 사용하여 Jung과 Kim의 방법을 변형하여 측정하였다.

요약하면, 75mM Tris [tris(hydroxymethyl)aminomethane]-HCl

(pH 7.0), 3mM CaCl2, 0.1% (w/v) sodium deoxycholate

(SDC), 4.5nmol 의 radioactive phospholipids (approximately

55,000 cpm)의 100 mL 용액을 37
o
C에서 30분간 반응시켰

다. Dole의 방법 (n-heptane:isopropyl alcohol:1N H2SO4;

400:390:10, v/v) 을 이용하여 반응을 종결시키고 원심분리

하였다.
10)

 상등액 150 mL를 취하여 마이크로튜브에 옮겨 담

고 n-heptane 800 mL와 silica gel (약 6 mg)을 가하였다. 시

료를 vortex로 섞고 원심분리하여 상등액 (750 mL)을 2.5 mL

의 scintillation solution에 넣고 Packard Tri-carb liquid β-

scintillation counter에서 활성을 측정하였다.
11)

 

황금배양세포로부터 PLA
2
의 분리 − 황금 현탁 배양 세

포는 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (0.5 mg/l), kinetin

(0.1 mg/1), p-chlorophenoxyacetic acid (2 mg/1) and sucrose

(30 g/1)를 포함하는 SH liquid medium (pH 5.8) 125 ml에

2 g의 캘루스를 분산시켜 확립하였다. 2주마다 계대 배양 하

였으며 25
o
C의 회전 배양기에서 100 rpm 으로 회전하며 배

양하였다. 황금배양세포 300 g을 수확하여 buffer A (50 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 3 mM EDTA, 0.12M NaCl, 2 mM

DTT)로 수 회 씻어 주었다. 800 ml의 buffer A를 가하고 블

랜더를 이용하여 homogenize하였다 (model Polytron PT

6000, Kinematica AG, Littau, Switzerland). 3,000 g, 4
o
C에

서 30 분 동안 원심분리 한 후 상등액을 취하였다. 상등액

을 100,000g, 4°C 에서 60분 동안 원심분리하여 다시 상등

액을 취하여 단백질 분리 시료로 사용하였다. 염을 제거하

기 위하여 상등액에 2.5M (NH4)2SO4,를 가하고 4
o
C에서 2

시간 동안 저어 준 후 10,000 g, 4°C에서 30 분 동안 원심

분리하였다. 침전을 200 ml의 buffer A로 재현탁시켜 컬럼

크로마토그래피를 수행하였다. Buffer B (1 mM EDTA을 포

함한 pH 7.5의 50 mM Tris-HCl)로 평형화된 DE52 anion

exchange column (21.5 mm×15 cm, Tosoh)에 단백질 시료

를 주입하였다 (flow rate : 10.0 ml/min). 컬럼을 buffer B로

씻어준 다음 수지에 결합한 단백질은 buffer C (1 mM

EDTA, 1N NaCl을 포함한 50 mM Tris-HCl)로 용출시켰다.

활성을 측정한 후 활성이 강한 분획 (40 ml)을 합하여 buffer

B로 평형화된DEAE-5PW column (7.5 mm×7.5 cm, Tosoh)

으로 분리하고자 하였다. 0.0N에서 1.0N의 NaCl의 농도구

배를 통해 활성 분획 (15 ml)을 얻었다. 1 mM EDTA, 0.5M

(NH4)2SO4를 포함한50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)로 평

형화된 Phenyl-5PW column (5.0 mm×5.0 cm, Tosoh)으로

PLA2활성 분획을 분리하였다. 0.5M 에서0.0M의 (NH4)2SO4

농도구배를 통하여 5 ml의 활성분획을 얻었고, 이를

Centricon 10 (Amicon, Beverly, MA)을 이용하여 300 ml로

농축하였다. 마지막으로, 0.1N NaCl, 1mM EDTA를 포함하

고 있는 pH 7.5인 50 mM Tris-HCl buffer로 평형화된

Superose 12 gel filtration FPLC column (10 mm×30 cm,

Pharmacia LKB)을 사용하여 동일한 buffer로 PLA2를 분리

하였다.

Protein assay − PLA2를 분리하는 동안 단백질의 양을

측정하기 위해 UV검출기를 사용하여 280 nm에서 측정하였

다. 각 시료의 단백질의 농도는 bovine serum albumin

(BSA)를 표준물질로 하여 Bradford 시약 (Bio-Rad, Hercules,

CA) 을 사용하여 측정하였다.

SDS-PAGE − Superose 12 FPLC column으로부터 얻은

활성 분획 각 20 ml를 Laemmli의 sample buffer (0.125M

Tris-HCl, pH 6.8, 4% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol,

0.002% (w/v) bromphenol blue)에 넣고 혼합한 후 95
o
C에

서 5 분 동안 반응시켰다. 시료를 상온에서 냉각시킨 후

Laemmli의 방법을 이용하여 12% (w/v) PAGE로 단백질을

확인하였다.
12)

 분리된 단백질은 Plus-One silver staining kit

(Pharmacia LKB)를 사용하여 염색하였다.

분리한 PLA
2
의 특성 분석 − 분리한 PLA2의 성격을 규

명하기 위해 Superose 12 gel filtration column의 활성 분획

을 모아서 PD-10 desalting column (Sephadex G-25M,

Pharmacia LKB)을 이용하여 염을 제거하였다. 몇몇 실험에

서, PLA2와 적정량의 PLA2 활성 억제제를 혼합하여 37
o
C

에서 10분간 전처리 하였다. pH와 칼슘이온의 농도가 PLA2

의 활성에 미치는 영향을 조사하기 위하여 pH와 칼슘이온

의 농도에 변화를 주며 PLA2의 활성을 비교하였다. 

결과 및 고찰

황금 (S. baicalensis) 배양세포로부터 phospholipase A2

(PLA2)를 분리 정제한 결과를 Table 1에 요약하여 나타내었

다. 분리한 PLA2의 수율은 0.13%였고, 황금 배양세포 균질

액에 비해 비활성도는 160배 증가하였다 (Table 1). 조효소

액을 ammonium sulfate, DE52 anion exchange, DEAE-

5PW anion exchange, Pheny-5PW hydrophobic, Superose

12 gel-filtration column chromatography에 의해 PLA2를 분
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리 정제하였다. 효소 균질액에 ammonium sulfate를 가하여

침전을 생성하였고, 이 과정에서 91.72%의 수율과 2배의 순

도 증가를 확인하였다. 또한, 이 과정을 통하여 효소 균질

액의 저분자 노랑 색소 물질이 제거되어 투명한 조효소액

을 얻을 수 있었다. 투명한 조효소액을 DE52 음이온 교환

HPLC 컬럼에 적용하여 효소 균질액에 비하여 순도가 15배

증가한 PLA2 분획을 얻었다. 이렇게 분리된 효소액은 상온

에서는 다소 불안정 하였으나 -70°C에서 수 주 동안 안정

하였다. DEAE-5PW anion exchange HPLC column을 통하

여 150배 순도가 증가한 활성 분획을 얻었다. 보다 순수한

PLA2를 분리하기 위하여 계속하여 소수성 Phenyl-5PW 컬

럼에 활성분획을 주입하고, 0.5 에서0.0M의 (NH4)2SO4 농도

구배를 통하여 순도가 220 배 증가한 활성분획을 얻었다. 마

지막으로, Superose 12 gel-filtration HPLC 를 통하여 얻은

활성 분획의 순도는 160배 증가하였고 수율은 0.13% 이었

다. 이 과정에서 비활성도 및 순도가 감소하였는데, Phenyl-

5PW HPLC로부터 얻은 활성분획을 농축하는 과정에서 효

소의 활성이 감소한 것으로 추정된다. PLA2 의 활성이 가

장 높은 피크는 약 45 kDa에 해당하였고, 활성 분획을 수집

하여 12% SDS-PAGE에 전개하였을 때 43 kDa의 분자량을

가지는 밴드로 분자량을 확인할 수 있었으며, Fig. 1에서 보

는 바와 같이 용출 크로마토그램과 PLA2 활성 간에 강한

연관관계를 확인할 수 있었다. 

pH가 황금 배양세포로부터 분리한 PLA2의 활성에 미치

는 영향을 조사하기 위하여 Superose 12 gel-filtration

column chromatography에서 분리한 활성 분획을 pH

4.5~11.0의 범위 사이에서 활성 정도를 비교하였다. 많은 경

우에, 동물세포에서 분리한 PLA2는 비교적 넓은 범위의 pH

에서 활성을 나타내었고, 염기 pH (pH 8~9)에서 강력한 활

성을 나타내었다.
13)

 그러나, 황금 배양 세포에서 분리한 PLA2

는 pH 7의 아주 좁은 중성 범위의 pH에서 최적 활성을 나

타내었다 (Fig. 2). 

PLA2의 기질 선호도를 확인하기 위하여 2-[1-
14

C]linoleoyl-

sn-glycero-3-PC (2-[1-
14

C]LE-PC)와 2-[1-
14

C]linolenoyl-sn-

glycero-3-PC (2-[1-
14

C]LEN-PC)를 각각 기질로 하여 PLA2

의 활성 정도를 비교하였다. Fig. 3에서 보는 것과 같이, 황

금의 PLA2는 2-[1-
14

C]LEN-PC를 기질로 하였을 때 2-[1-

Table I. Summary of purification of the 43 kDa cytosolic PLA
2
 from S. baicalensis suspension cells. Sequential steps used in

purification of the plant PLA
2
, resulting in a 160-fold purification with 0.13% recovery

Step Protein Total activity Specific activity Purification Yield

mg pmol/min pmol/min/mg fold %

Lysate 534.64 9,622 18 111 100

(NH
4
)
2
SO

4
 

fractionation
202.30 8,825 44 112.4 191.72

DE52 118.60 5,167 278 115.4 153.70

DEAE-5PW 110.73 2,055 2,819 156.6 121.36

Pheyl-PW 110.03 119 3,982 221.2 111.24

Superose 12 110.0045 13 2,867 159.3 110.13

Fig. 1. A. Gel filtration column chromatography on Superose

12 FPLC. The active fractions obtained from Phenyl-5PW

column were applied to a Superose 12 gel filtration column. B.

The active fractions from Superose 12 gel filtration FPLC

columns were analyzed by 12% (w/v) SDS-PAGE and

visualized by silver stain. The standard protein markers were

as follows: myosin (200 kDa), β-galactosidase (116 kDa),

phosphorylase b (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumin (45 kDa),

carbonic anhydrase (31 kDa), and trypsin inhibitor (21 kDa).

The molecular mass (arrow) of the plant PLA
2
 was extrapolated

from R
f
 value.
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14
C]LE-PC를 기질로 하였을 때보다 활성이 약 2배 정도 강

하게 나타났다. 식물 세포에서 세포막으로부터 유리된

linolenic acid는 동물세포에서 arachidonic acid와 유사한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다.
3)

 다시 말하면, linolenic acid

는 jasmonic acid 와 다른 octadecanoid로부터 유래한 식물

성장 조절 물질의 전구체로 추정되고 있다.
4)

 이러한 결과는

황금에서 분리한 PLA2가 세포막의 인지질로부터 jasmonic

acid의 전구체로 알려진 linolenic acid의 생성에 관여함을 시

사한다. 

5,8,11,14-eicosatetraynoic acid (ETYA), arachidonyl trifl-

uoromethyl ketone (AACOCF3) 와 같은 다양한 PLA2의 억

제제가 분리한 PLA2의 활성에 미치는 영향을 측정하였다.

ETYA는 동물세포 PLA2의 억제제로 auxin에 의한 식물의

생장을 차단한다는 보고가 있다.
14)

 Fig. 4에서 나타난 것과

같이, ETYA는 황금에서 분리한 PLA2에 대하여 농도의존

적으로 유의성 있는 억제 활성을 나타내었다. Arachidonic

acid의 trifluoromethyl ketone analog인 AACOCF3는 그룹

IV cPLA2와 iPLA2의 억제제로 알려져 있다.
15,16)

 AACOCF3

또한 농도 의존적으로 유의성 있는 PLA2 활성 저해를 나타

내었다 (Fig. 4). 

칼슘이온 농도가 정제된 효소 활성에 미치는 영향을 측정

하였다. 칼슘 이온은 동물 PLA2의 활성화에 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있으며, 세포막에서 cPLA2의 활성화를

촉발시켜 PLA2의 촉매작용을 매개하는 인자로 작용한다고

알려져 있다.
11)

 황금에서 분리한 식물 PLA2의 활성을 10
-9

M 에서 10
-2

 M 농도 범위의 CaCl2의 존재 하에 비교하였

다. PLA2의 활성은 Ca
2+
의 농도가 증가함에 따라 농도 의

존적으로 유의성 있게 증가하였다 (Fig. 5). 이러한 결과는

황금에서 분리한 43 kDa의 식물 PLA2는 칼슘이 활성에 필

수적인 칼슘 의존형임을 시사한다. 

Fig. 2. Effects of pH on the plant PLA
2
 activity.The PLA

2

activity was assayed in the range of pH 6.0 to 9.0. The pH

buffers were as follows: imidazol-HCl, pH 6.0 to 6.5; Tris-

HCl, pH 7.0 to 9.0.

Fig. 3. Substrate specificity for the purified 43 KDa plant

PLA
2
. An aliquot of the active pool obtained from the

Superose 12 gel filtration HPLC column was assayed for the

PLA
2
 activity with 25 µM of the indicated substrates.

Fig. 4. Effects of the various mammalian PLA
2
 inhibitors on

the plant PLA
2
 activity. The plant PLA

2
 obtained from the

Superose 12 gel filtration was pre-incubated with the indicated

concentration of mammalian PLA
2
 inhibitors for 10 min

followed by assaying the PLA
2
 activity.

Fig. 5. Effects of calcium on the plant PLA
2
 activity. The

PLA
2
 obtained from Superose 12 gel filtration column was

assayed in the presence of various concentration of CaCl
2
.
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본 연구를 통하여 황금의 배양세포로부터 칼슘에 의해 활

성화되고, ETYA와 AACOCF3와 같은 PLA2 억제제에 의하

여 활성이 저하되는 분자량 43 kDa인 PLA2를 분리 정제하

였고, 분리한 식물 PLA2는 세포막으로부터 jasmonic acid의

전구체로 알려진 linolenic acid을 유리시켜 다양한 식물의

방어 기전에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 이전에 보

고했던 황금배양세포에서 elicitation에 의한 triterpenoid의

생성 증가 및 PLA2의 활성의 증가와 함께 황금 배양세포로

부터 PLA2를 분리하고 특성을 규명한 본 연구 결과가

terpenoid의 생성량이 증가된 생리활성이 뛰어난 황금 배양

세포의 개발에 충분히 활용할 수 있을 것으로 생각된다. 
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