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요 약

광에너지를 이용하여 바이오원료 및 바이오케미컬을 생산하려는 새로운 시도가 많은 관심을 받고 있다. 특히, 광합성기작

을 이용한 다양한 바이오유래 물질을 생산하려는 연구가 진행되고 있다. 본 연구에서는 광합성기작을 갖고 있는 해양 미생

물인 Salinibacter ruber의 세포막에서 retinal과 salinixanthin의 작용으로 광전자를 흡수하는 역할을 하는 잔토로돕신을 수성

이상계 계면 농축법을 이용하여 효율적으로 분리하였다. 분리된 잔토로돕신을 생물학적 세포막인 레시틴으로 리포좀을 생

성하여 잔토로돕신의 광전자흡수 활성을 그대로 갖는 인위적인 잔토로돕신-레시틴 리포좀을 제작하였다.

주제어 : 잔토로돕신, 레시틴, 리포좀, 광전자 흡수, 광합성

Abstract : Capture and conversion of abundant solar energy using biotechnology will be essential for the development of 
sustainable and future energy. Photosynthesis is used for the production of biofuels such as biohydrogen. In this study, light- 
harvesting xanthorhodopsin consisting of retinal and salinixanthin was isolated from a photosynthetic microorganism Salini-
bacter ruber by aqueous two phase extraction. To stabilize the light-harvesting machine, artificial xanthorhodopsin-liposome 
system was reconstructed to have photoelectron absorption activity.
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1. 서 론

Salinibacter ruber는 4 M 정도의 NaCl에서도 배양이 가능

한 고도의 호염성 고세균으로 Salinixanthin이라 불리는 C40- 
carotenoid acyl glycoside 카로테노이드와 retinal을 포함한 양

성자 펌프인 잔토로돕신(xanthorhodopsin)을 가지고 있으며 이

를 이용하여 광전자를 흡수한다[1]. 카로테노이드는 안테나

로서 광흡수의 효율을 증가시킨다. Retinal 만을 갖는 양성자 

펌프인 박테리오로돕신(bacteriorhodopsin)과 아케아로돕신

(archaerhodposin)은 카로테노이드 안테나가 결핍되어 있는데 

light collection과 proton translocation을 수행할 경우에 한개의 

chromophore와 한개의 단백질로 작용한다. 이에 반하여 새로

운 구조의 잔토로돕신은 25 kDa의 작은 막 단백질로 retinal 
외에 energy-donor 카로테노이드로인 salinixanthin을 추가로 

포함하고 있다[2]. S. ruber 막의 흡수 파장을 보면 458 nm, 
486 nm, 521 nm로 Salinixanthin의 최대 파장을 갖는 band가 

나온다. Salinixanthin는 구조적으로 13개의 짝이중결함(con-
jugate double bond)을 갖고 있으며 β-D-glycoside가 있는 fatty 
acid chain을 추가적으로 가지고 있다[3].

본 연구에서는 신규로 분류된 S. ruber의 잔토로돕신의 광

학적 특성연구를 위하여 수성이상계인 polyethylene glycol과 

potassium phosphate를 사용하여 분리하였다. 잔토로돕신의 

in vitro상에서의 활성유지를 위하여 polyethylene glycol의 분

자량, 조성, pH와 염의 첨가 효과에 대해서 최적화를 수행하

였다[4]. 또한 분리된 잔토로돕신에 대해서 레시틴을 이용하
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여 리포좀을 제작하였다. 리포좀은 물에서 단층 혹은 다층의 

비공유 결합으로 친양쪽성의 막으로 존재하며 보통의 인지질 

이중층을 가지고 있는 생물학적인 막의 구조를 레시틴 리포

좀을 통해 재현가능하다[5]. In vitro로 재구성된 잔토로돕신

은 태양전지제작 등에 중요하게 사용되어질 수 있다[6].

2. 실 험

2.1. 배양조건

균주는 Salinibacter ruber strain M31 (DSM 13855)를 이용하

였으며, 배양 조건은 195 g NaCl, 34.6 g MgCl2, 49.5 g MgSO4, 
1.25 g CaCl2, 5 g KCl, 0.25 g NaHCO3, 0.625 g NaBr, 0.1 g 
yeast extract (water 1리터 기준)의 배지에서 37 ℃, 200 rpm으

로 7일간 배양하였다.

2.2. 수성이상계 계면 농축을 이용한 분리

원심분리기를 이용하여 2 L로 배양된 S. ruber 균체를 배양

액과 분리(8,000 rpm과 20분)한 후에 균체를 25% NaCl 수용

액(100 mL)으로 2회 세척과정, 추가로 1회의 증류수 세척과

정을 실시하였다. 70 mL 증류수로 균체를 resuspension 한 후

에 0.5 mg의 DNaseI을 넣고 상온에서 8시간 교반해 주었다. 
DNaseI로 처리된 균체에 PEG를 최종농도 8%, KH2PO4를 

3.7%, K2HPO4는 7.4%가 되도록 첨가하였다. 강한 교반후 원

심분리기를 이용하여 세 개의 층으로 분리시킨 후 최상위층

을 조심스럽게 제거하고 중간층을 다른 tube에 취하였다.

2.3. Thin film hydration를 이용한 리포좀 생성

Thin film hydration 방법은 용매를 휘발시킨 후, 증류수를 

첨가하여 재용해시켜 multilamellar vesicles를 만들어 사용하

는 방법으로 다음과 같은 과정으로 실시하였다. 15 mL conical 
tube에 100 mg의 레시틴을 10 mL의 클로로포름으로 섞은 후

에 교반을 수행하였다. 클로로포름에 녹은 레시틴을 evapo-
rator를 이용하여 15분 동안 진공으로 말린 후 둥근 플라스크 

밑면에 얇게 film을 형성시켰다. 이후 추가적으로 질소가스를 

약 5분간 주입하여 잔존 클로로포름을 제거하였다. Phosphate 
buffer에 녹아 있는 분리된 잔토로돕신 50 mL을 film 형태로 

유지된 레시틴에 첨가하였다. 첨가 후 바로 약 10초간 3회의 

sonication 이용하여 잔토로돕신-레시틴 리포좀 혼합체가 형

성되도록 유도하였다. 잔토로돕신-레시틴 리포좀 혼합체를 4 
℃ 냉장고에 16시간 보관 후에 안정화된 잔토로돕신-레시틴 

리포좀을 제작하였다.

2.4. 분석

2.4.1. Dynamic Laser Scattery system (DLS)
Dynamic Laser Scattery system (fiber optics particle analy-

zer, FPAR-1000)을 이용하여 잔토로돕신-레시틴 리포좀의 크

기를 측정하였다. 리포좀 크기 측정은 리포좀 생성 방법에 따

라 만들어진 최종 샘플을 1/2로 희석하여 100초간 3번 이상 

반복적으로 측정하였으며 온도는 20 ℃에서 실시하였다.

2.4.2. Spectrophotometer
Spectrophotomer (SPECTRAmaxPlus384, Molecular Device)

를 이용하여 리포좀 생성 전과 후의 파장을 측정하여 비교하

였다. 파장의 측정범위는 400 nm에서 700 nm까지 1 nm 단위

로 full scan을 수행하였다.

3. 결 과

3.1. 잔토로돕신의 분리와 레시틴 리포좀 제작

기존에 여러 해양미생물로부터 박테리오로돕신의 분리에 

사용된 PEG-phosphate 수성 이상계 분리법[4]은 S. ruber으로 

부터 신구조의 잔토로돕신의 분리에도 성공적으로 이용되었

다. 분쇄된 S. ruber 균체로부터 붉은 색을 띠는 잔토로돕신이 

높은 순도로 분리가 되었으며, 이는 광전자 흡수 안테나인 

retinal 과 Salinixanthin가 분리과정 동안 안정적으로 단백질 

내에 유지됨을 간접적으로 나타낸다. 또한 잔토로돕신이 포

함 안 된 리포좀 대조군과 잔토로돕신-리포좀의 DLS결과로

부터 분리된 잔토로돕신이 리포좀에 안정적으로 유지됨을 확

인할 수 있었다. Figure 1에서와 같이, 잔토로돕신이 포함 안 

된 대조군 리포좀에서는 크기 분포가 70~150 nm의 범위 내

에서 측정이 되었으나, 잔토로돕신-레시틴 리포좀의 경우 100~ 
230 nm의 범위 내에서 측정되었다. 대조군에 비해 크기가 크

게 분포된 결과는 새로이 형성된 잔토로돕신-레시틴 리포좀

의 구조가 레시틴 막 사이로 소수성 단백질인 잔토로돕신이 

안정적으로 삽입된 것을 알려준다. 이러한 잔토로돕신-레시

틴 리포좀은 4 ℃ 냉장고에서 약 3주간 동안 안정적으로 크기

가 유지되었다.

3.2. 리포좀에서 잔토로돕신의 활성 측정

안정적으로 유지된 잔토로돕신-레시틴 리포좀으로부터 in 
vitro 활성을 확인하였다. 대조군 리포좀과 함께 잔토로돕신-
레시틴 리포좀이 나타내는 파장을 spectrophotometer를 통해

Figure 1. Size analysis of xanthorhodopsin-lecithin liposomes (black 
bars) and lecithin liposomes (gray bars), as a control, by 
using Dynamic Laser Scattery system (DLS).
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Figure 2. Absorption spectrum of xanthorhodopsin-lecithin lipo-
some.

측정하였다. Figure 2에서 나타나는 것과 같이 잔토로돕신 고

유의 파장인 458 nm, 486 nm, 521 nm에서 최고 파장 값이 

측정되었다. 이는 잔토로돕신-레시틴 리포좀 생성 뒤에도 in 
vivo와 같이 분리된 잔토로돕신이 in vitro에서도 광흡수 활성

을 유지하고 있음을 나타낸다.

4. 결 론

수성이성계 분리법을 이용하여 광전자를 고효율로 흡수하

는 기능을 갖는 신종의 잔토로돕신을 S. ruber로부터 안정적

으로 분리하였다. 또한 분리된 잔토로돕신을 이용하여 잔토

로돕신-레시틴 리포좀을 안정적으로 제작한 후에 잔토로돕신

의 in vitro 활성을 성공적으로 확인하였다. 앞으로의 연구에

서 잔토로돕신-레시틴 리포좀을 통해 실제 잔토로돕신의 light 
harvesting 활성기작 연구 및 기능을 재현함으로써 에너지 전

자 전달계를 연구할 수 있을 뿐만 아니라 광화학적 성질이 

특이하여 biochip 등에 응용될 수 있을 것으로 기대된다.
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