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Abstract
The response of the freshwater microalga Chlorella vulgaris to mercuric ion (Hg2+) stress was examined using chlorophyll 

a fluorescence image analysis and O-J-I-P analysis as a way to monitor the toxic effects of mercury on water ecosystems. The 
levels of photosynthetic pigments, such as chlorophyll a and b and carotenoids, decreased with increasing Hg2+ concentration. 
The maximum photochemical efficiency of photosystem Ⅱ (Fv/Fm) changed remarkably with increasing Hg2+ concentration 
and treatment time. In particular, above 200 µM Hg2+, considerable mercury toxicity was seen within 2 h. The chlorophyll a 
fluorescence transient O-J-I-P was also remarkably affected by Hg2+; the fluorescence emission decreased considerably in 
steps J, I, and P with an increase in Hg2+ concentration when treated for 4 h. Subsequently, the JIP-test parameters (Fm, Fv/Fo, 
RC/CS, TRo/CS, ETo/CS, ΦPO, ΨO and ΦEO) decreased with increasing Hg2+ concentration, while N, Sm, ABS/RC, DIo/RC 
and DIo/CS increased. Therefore, a useful biomarker for investigating mercury stress in water ecosystems, and the parameters 
Fm, ΦPO, ΨO, and RC/CS can be used to monitor the environmental stress in water ecosystems quantitatively.
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1. 서 론1)

인구증가와 산업화, 그리고 도시화로 각종 오염물

질이 증가하고 이로 인한 환경오염이 심각한 사회문

제가 되고 있다. 특히, 물이나 토양 등에 포함된 중금

속은 식물의 생육장해를 야기할 뿐만 아니라 먹이연

쇄를 통해 생태계의 다양한 영양단계로 전이되어 인

간의 건강에도 심각한 영향을 미친다(Nriagu와 

Panyna, 1988). 
중금속 중 일부는 필수 미량원소로 식물에서 효소

의 보조인자로 사용되기도 하지만, 세포 내에 일정 농

도 이상으로 존재하게 되면 식물의 물질대사를 저해

한다(Jarvis 등, 1976). 수은(Hg), 카드뮴(Cd), 납(Pb), 
구리(Cu)와 같은 중금속들은 이온의 형태로 뿌리를 
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통하여 흡수되고 줄기나 잎으로 전이된다. 중금속에 

대한 초본성 식물의 반응은 대부분 이온의 흡수저해, 
엽록소 함량의 감소 및 측근과 뿌리의 생육저해 등으

로 나타난다(Kahle, 1993; Kelly 등, 1979). 특히, 수은

은 강력한 독성을 나타내는 중금속으로 다른 필수 금

속이온들을 비가역적으로 치환한다(Prasad, 1995). 식
물체 내에 흡수된 수은은 주로 액포 내에 고농도로 축

적된 후에 체내에서 생리적인 대사체계의 혼란이나 형

태적 변형을 야기하는 것으로 알려져 있다(Vӧgeli- 
Lange와 Wagner, 1990). 즉, 세포막 인지질의 산화적 

인산화에 영향을 주며, 세포호흡의 손상, 효소활성의 

억제와 단백질 변성의 원인이 될 뿐만 아니라, 양분 

수송과정을 방해하며 식물 잎의 백화현상, 잎과 뿌리

의 세포파괴 등을 야기하여, 식물의 생장에 영향을 준

다(Aidid와 Okamoto, 1992; Clijsters와 Van Assche, 
1985). 

엽록소 a는 엽록체 틸라코이드 막에 존재하는 광계

의 반응중심에 위치하고 있으며, 엽록소 b는 광수확 복

합체(Light harvesting complex: LHC)에 주로 존재하는 

광합성 색소이다(Leong과 Anderson, 1984). 중금속은 δ

-aminolevulinic acid 탈수소효소와 protochlorophyllide 
환원효소를 억제하여 엽록소의 생합성을 저해하는 것

으로 보고되고 있다(Ouzounidou, 1995). 따라서 식물 

잎의 백화현상과 같은 수은에 의한 독성이 엽록소 수

준의 현저한 감소와 연관되어 있음을 짐작하게 한다. 
또한 carotenoid는 안테나 색소-단백질 복합체로 존재

하는 보조 색소로 엽록소의 광저해나 활성산소로부터 

산화되는 것을 막는 기능을 한다(Rojkind, 2002). 몇
몇 중금속 이온(Hg2+, Cu2+, Cd2+, Ni2+, Zn2+ 등)들은 

엽록소 분자의 마그네슘 이온(Mg2+)과 치환되며, 이
러한 과정에 의해 형광 양자수율의 저하와 형광 스펙

트럼의 변화를 초래하게 된다(Küpper 등, 1996). 
한편, 환경 스트레스에 대한 식물의 반응을 정확하

고 간편하게 측정할 수 있는 방법으로는 엽록소형광 

분석, 잎의 반사율 이미지 분석, 그리고 열이미지 분석 

등이 있다. 이들 분석 방법을 통해 환경 스트레스에 의

한 식물의 광합성 효율, 구조적인 변화, 수분 상태 등

을 분석할 수 있어, 스트레스에 대한 식물의 생리적 상

태를 조기에 진단할 수 있다(Lichtenthaler와 Mieh, 
1997; Nilsson, 1995; Peuelas와 Filella, 1998). 특히, 

엽록소형광을 이용한 분석은 광합성 기구 중에서도 

광계Ⅱ(Photosystem Ⅱ; PSⅡ)의 반응을 조사하기 위

한 비파괴적이고, 객관적으로 신뢰할 수 있는 측정 방

법 중에 하나이며, 광합성 기구에 대한 중요한 정보를 

제공한다(Strasser와 Strasser, 1995). 그리고 O-J-I-P 
분석은 환경 스트레스 하에서 광계Ⅱ에서의 에너지 

흐름의 변화와 전자수용체의 환원 반응에 대한 정보를 

정량적으로 제시해준다. 한편, 수서생태계에서 중금속 스

트레스를 모니터링하기 위해 Chlorella, Chlamydomonas, 
Euglena 등의 미세조류를 이용한 연구들이 수행되고 

있다. 특히, Chlorella는 고등식물과 유사한 대사과정

을 가지고 있고, 생장이 빠르며 비교적 균일한 생육과 

반응을 나타낼 뿐만 아니라 세포배양 환경을 조절하기

가 쉽기 때문에 수중 생태계의 환경오염을 평가하는 

데 적당하다(Ma 등, 2002; Plekhanov와 Chemeris, 2003). 
따라서 본 연구에서는 담수산 녹조류인 Chlorella 
vulgaris를 대상으로 형광이미지와 O-J-I-P 분석을 통

해 수서생태계에 미치는 수은의 영향을 평가하고 엽

록소형광 변수들의 환경지표로서의 활용 가능성을 살

펴보았다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료 및 배양

본 실험에 사용한 담수산 녹조류인 Chlorella vulgaris 
(strain KMCC FC-012)는 부경대학교에 소재하는 한

국해양미세조류은행(KMCC)에서 분양받았으며, 최

적 배지로 알려진 JM(Jaworski's culture medium) 액
체배지에서 배양하여 사용하였다(Thompson 등, 1988). 
조제된 배지는 Millipore membrane filter (0.45 mΜ)
로 여과한 후 일정량씩 배양용기에 분주하여 121℃, 
15 psi 조건에서 15분간 멸균시켰다. 배양은 25±1℃
의 온도조건과 약 30 µmole/㎡/sec (16 h)의 광조건 하

에서 100 rpm으로 진탕배양하였으며 2주 간격으로 

계대 배양하였다. JM 배지의 조성은 Ca(NO3)2·4H2O 
(4 ㎎/L), KH2PO4 (2.48 ㎎/L), MgSO4·7H2O (10.0 ㎎
/L), NaHCO3 (3.18 ㎎/L), EDTA·FeNa (0.45 ㎎/L), 
EDTA·Na2 (0.45 ㎎/L), H3BO3 (0.496 ㎎/L), MnCl2· 
4H2O (0.278 ㎎/L), (NH4)·6Mo7O4·4H2O (0.20 ㎎/L), 
cyanocobalamin (0.008 ㎎/L), thiamine HCl (0.008 
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Abbreviation Description
Fo Initial fluorescence in dark adapted tissue
Fm Maximum fluorescence in dark adapted tissue
Fv/Fo Ratio of photochemical and non-photochemical de-excitation fluxes of excited chlorophyll
Vt Relative variable fluorescence at time t
Mo Slope at the beginning of the transient Fo→Fm, maximal fractional rate of photochemistry
Sm Normalized area
N Turnover number of QA

ABS/RC Absorption flux of photons per active reaction center
TRo/RC Trapping of electrons per active reaction center
ETo/RC Electron flux per active reaction center beyond QA

-

DIo/RC Dissipation of electrons per active reaction center
ΦPO Maximum yield of primary photochemistry, equal to Fv/Fm
ΨO Probability of a trapped exciton moving an electron beyond QA

-

ΦEO Probability of a absorbed exciton moving an electron beyond QA
-

RC/CS Active reaction center per cross section
ETo/CS Electron flux per cross section
DIo/CS Dissipation of electrons per cross section

Table 1. Short description of chlorophyll fluorescence parameters used in the study, according to the O-J-I-P test 

㎎/L), biotin (0.008 ㎎/L), NaNO3 (16.0 ㎎/L), 
Na2HPO4·12H2O (7.2 ㎎/L) 등으로 이루어졌다. 수은

의 효과를 알아보기 위하여 배지에 염화수은(HgCl2, 
Sigma-Aldrich Co., Ltd.)의 농도를 0, 50, 100, 200, 
400 µM로 다양하게 처리하여 배양하였다. 

2.2. 엽록소 형광이미지 분석

수은의 농도와 배양 시간에 따른 Chlorella의 반응

을 신속하게 스크리닝하기 위해서 엽록소 형광이미지

를 분석하였다. 형광이미지 분석은 Nedbal 등(2000)
의 방법에 따라 Imaging Fluorometer (FluorCam 
700MF, Photon System Instruments, Czech)를 이용

하여 수행하였다. 즉, 수은의 농도(0, 50, 100, 200, 400 
µM)를 달리하여 24시간 동안 배양하면서 배양 시간에 

따라 일정량의 시료를 취하여 15분간 광을 차단하여 

암적응시킨 후 1,500 µmole/㎡/sec의 saturation light
와 100 µmole/㎡/sec의 actinic light를 조사하고 

quenching analysis에 의해 유도하였다. 형광이미지는 

saturation light를 쪼인 후 1,000 ㎳와 3,960 ㎳에서 방

출되는 형광을 CCD 카메라로 포획하여 각각 Fo와 

Fm의 형광이미지로 나타내었으며, 이로부터 Fv/Fm
의 형광이미지를 산출하여 제시하였다. 

2.3. 엽록소 및 carotenoid 함량의 분석

수은의 농도를 달리하여 배양하였을 때 시료가 녹

색 상태를 유지하여 육안으로는 차이가 없으면서 형

광이미지에서 검출이 가능한 시간대인 4시간 동안 배

양하여 엽록소 및 carotenoid 함량을 분석하였다.  각
각의 시료는 1 mL씩 취하여 10,000 rpm에서 20분간 

원심분리하여 상층액을 제거하였다. 모아진 세포에 

80% 아세톤을 첨가하여 4℃의 암 조건에서 하루 밤 

동안 둔 후, 상층액을 취하여 663 nm, 645 nm 및 470 
nm에서 흡광도를 측정하고 엽록소 a와 b, carotenoid
의 함량을 산출하였다(Arnon, 1949; Lichtenthaler와 

Wellburn, 1983).

2.4. 엽록소형광 O-J-I-P 곡선의 분석

엽록소형광 O-J-I-P 곡선은 Plant Efficiency Analyzer 
(PEA; Hansatech Instrument Ltd., UK)를 이용하여 

Strasser와 Strasser(1995)의 방법에 따라 측정하였으

며, 3회 반복하였다. 즉, 수은의 농도를 달리하여 배양

중인 시료를 시간별로 일정량씩 취하여 15분간 광을 

차단하여 암적응시킨 후 1,500 µmole/㎡/sec의 광량

을 5초간 조사하여 Fo, Fm, Fv/Fm 등의 기본 형광변

수와 O-J-I-P 곡선을 유도하였다. Time scale은 10 ㎲
에서 1 s의 범위로 설정하고, 10 ㎲에서 2 ㎳까지는 1 
㎲단위로, 2 ㎳에서 1 s까지는 1 ㎳단위로 인식하도

록 설정하고, 50 ㎲ (O-단계), 2 ㎳ (J-단계), 30 ㎳ (I-
단계), 300 ㎳ (P-단계)에서 엽록소형광 밀도를 분석
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Fig. 1. Chlorophyll fluorescence images (Fv/Fm, Fm and Fo) of Chlorella vulgaris exposured to mercury(Hg2+) 
stress. The images were taken from 0.5 h to 24 h after the treatment of mercury(Hg2+). Each image is 
colored in a relative way  based on the values of the parameter such as Fv/Fm(a), Fm(b) and Fo(c).

하였다(Srivastava 등, 1997). O-J-I-P 곡선의 분석으

로 8개의 기본적 형광변수(Fo, Fm, Fv/Fo, VJ, VI, Mo, 
Sm, N)들을 제시하였으며, 이를 토대로 다시 구조적 

변수(structural parameters: RC/CS, ΦPO, ΨO, ΦEO 등)
와 기능적 변수(functional parameters: ABS/RC, 
TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC, ETo/CS, DIo/CS 등)들을 

산출하여 제시하였다(Table 1). 그리고, 측정된 형광

변수들을 토대로 광계Ⅱ의 반응중심을 통한 활성 또

는 불활성 상태의 반응중심의 밀도, 에너지 흐름의 변

화 등을 pipeline model로 제시하였다. 

2.5. 통계분석

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS 통계 package 
(SPSS Inc., Release 7.5)를 이용하였으며, 분산분석에 

이은 Duncan의 다중검정(P<0.01)으로 평균치간의 차

이에 대한 유의성을 검정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 엽록소형광 특성의 변화 

수은의 농도와 배양 시간에 따른 Chlorella의 반응

을 신속하게 모니터링하기 위해서 엽록소형광 이미지

분석을 통하여 형광변수의 변화 양상을 살펴보았다. 
Chlorella에 수은의 농도를 달리하여 처리한 후 24시

간 동안 배양하면서 배양 시간에 따라 Fv/Fm, Fm과 Fo 
이미지의 변화를 살펴보았다(Fig. 1). 그 결과, Fv/Fm 
이미지를 보면 200 μM 이상의 수은에서는 30분 이후

에 적색 이미지에서 노란색 또는 녹색 이미지로의 변

화가 감지되어 Fv/Fm 값이 감소하고 있음을 알 수 있

었다(Fig. 1(a)). 처리 후 1시간 이후에 200 μM 수은에

서는 점차 녹색 이미지로 변화되었으며 6시간 이후에 

전체적으로 파란색을 띠어 짧은 시간 이내에 수은이 

스트레스로 작용하고 있음을 알 수 있다. 그리고 400 
μM 수은에서는 1시간 이후에 전체적으로 파란색을 

띠고, 6시간 이후에는 Fv/Fm 이미지가 나타나지 않았

다. Fm 이미지는 수은 농도가 증가할수록 그리고 배

양 시간이 길어질수록 방출되는 형광이 큰 폭으로 적

어져 황적색 이미지에서 녹색 이미지로의 변화를 감

지할 수 있었으며(Fig. 1(b)), 이러한 변화는 Fv/Fm 이
미지의 변화 패턴과 유사하였다. Fo 이미지는 배양 4
시간까지는 수은 농도에 관계없이 전체적으로 하늘색

의 유사한 이미지로 나타났으며, 200 µM 이상의 수은 

처리구에서는 배양 시간이 길어짐에 따라 형광 방출

이 크게 줄어들어 이미지가 나타나지 않았다(Fig. 
1(c)). 이처럼 수은 독성에 대한 형광이미지의 분석은 

황백화 현상 등 가시적인 징후가 발현되기 전 단계에 

신속하게 수은 독성을 평가할 수 있어 조기 진단에 유

(a) (b) (c)
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Fig. 2. Change of chlorophyll fluorescence (Fv/Fm, Fm and Fo) in Chlorella vulgaris exposured to mercury(Hg2+) 
stress. Control, open circle; 50 µM Hg2+, solid circle; 100 µM Hg2+, solid triangle; 200 µM Hg2+, solid square; 
400 µM Hg2+, solid diamond. 

용하게 활용될 수 있음을 보여주고 있다. 최소형광 Fo
는 광계Ⅱ에 있는 엽록소분자들이 들뜬 후 에너지가 

반응중심으로 이동하기 이전에 나오는 형광을 말하며

(Bolhàr-Nordenkampf와 Öquist 1993), 식물이 스트

레스를 받으면 일반적으로 Fo가 증가한다. 그러나, 
Chlorella의 Fo 이미지는 Fv/Fm이나 Fm 이미지의 변

화와는 달리 수은의 농도나 배양시간에 따라 뚜렷한 

차이를 보이지 않아 수은 독성 여부를 가시적으로 판

별하기에는 적합하지 않았다.
Fig. 1의 엽록소형광 이미지 분석으로는 짧은 시간 

동안 Chlorella를 배양하였을 때 100 µM 이하의 수은 

처리구에서 가시적인 구별이 쉽지 않아 Fv/Fm, Fm과 

Fo 값을 산출하여 정량적으로 제시하였다(Fig. 2). 광
계Ⅱ의 광화학적 효율, 즉 Fv/Fm의 변화로 살펴보면 

수은의 농도가 높거나 배양 시간이 길어질수록 크게 

감소하였다(Fig. 2A). 즉, 50 µM과 100 µM의 수은 처

리구에서는 2시간까지는 Fv/Fm의 변화가 거의 없었

다. 이후 점차 낮아져 처리 후 6시간이 경과하였을 때

에는 대조구에 비해서 각각 87.6%와 67.1%로 낮아졌

다. 그리고 200 µM 이상의 농도에서는 2시간이 경과

하였을 때 60% 이하로 낮아져 아주 짧은 시간 이내에 

큰 폭으로 감소하였음을 확인할 수 있다. 이는 Fig. 1 

(a)에서 살펴본 바와 같이 고농도의 수은이 Chlorella 
세포에 영향을 미쳐 엽록소를 분해하거나 합성을 저

해하여 황백화 현상을 유도할 뿐만 아니라, 반응중심

을 포함한 모든 엽록소분자들의 빛 흡수용량을 감소

시킨 결과로 볼 수 있다. 또한 Fig. 1의 엽록소형광 이

미지 분석에서 50 µM과 100 µM의 수은 처리구에서

는 4시간 까지는 대조구와 큰 차이를 감지할 수 없는

데 반하여 짧은 시간 동안의 처리에서도 그 차이를 

Fv/Fm 값의 변화로 정량적으로 나타낼 수 있었다(Fig. 
2(a)). Fm 값도 역시 수은의 농도가 증가할수록 그리

고 배양 시간이 길어질수록 큰 폭으로 낮아졌으며

(Fig. 2(b)), Fv/Fm 값의 변화 패턴과 유사하였다. Fm
은 quinone A(QA)가 완전히 환원된 상태의 형광이며, 
스트레스를 받은 식물에서는 보통 Fm의 감소가 나타

난다(Oh 등, 2009). Fig. 1B에서 100 µM 이하의 수은 

처리구에서는 12시간 이전에는 대조구와 비교하여 

Fm의 변화를 감지할 수 없었으나 형광분석법에 의해 

정량적으로 그 차이가 구별되었다. Fo 값은 수은 농도

와 배양 시간에 따라 다소의 변화가 감지되었으며

(Fig. 2(c)), 100 µM 이하의 수은 처리구에서는 4시간

까지는 대조구와 차이를 보이지 않았으나, 이후에는 

다소 증가하였다. 그리고 200 µM과 400 µM 수은 처

(a) (b) (c)
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Hg concentration 
(µM)

Chlorophyll a Chlorophyll b Carotenoid
Chl a/b ratio

㎍/mL algal suspension
0

(Control) 5.22±0.08a 2.42±0.07a 1.23±0.03a 2.20±0.06a

50 5.35±0.08a 2.49±0.05a 1.29±0.02a 2.17±0.06a

100 5.07±0.09a 2.41±0.08a 1.22±0.02a 2.17±0.10a

200 4.50±0.08b 2.17±0.04b 1.08±0.02b 2.08±0.05a

400 3.19±0.19c 1.79±0.05c 0.67±0.07c 1.78±0.09b

Each value was expressed as mean ± standard deviation (SD) of three replicates. Different letters within each column indicate 
significant differences between treatments (P<0.01)

Table 2. Contents of photosynthetic pigments in Chlorella vulgaris after the treatment of mercury(Hg2+) for 4 h 

리구에서는 대조구에 비해 각각 처리 후 2시간과 1시
간까지는 Fo 값이 증가하였으며, 이후에는 큰 폭으로 

감소하였다. 이처럼 고농도의 수은에서 Chlorella는 

짧은 시간 이내에 광계Ⅱ의 반응중심이 불활성 상태

로 존재하며 시간이 누적됨에 따라 반응중심이 점차 

손상되어 Fo 값이 감소하는 것으로 보인다. 수은에 의

한 수생생물의 엽록소형광 반응으로 cyanobacteria인 

Spirulina platensis에서 Fv/Fm 값의 감소가 보고된 바 

있으며(Lu 등, 2000), 녹조류인 Scenedesmus에서도 

Fv/Fm 값이 감소하는데 광계Ⅱ에서 광계Ⅰ으로의 전자

전달이 감소하거나 부분적으로 차단됨으로써 QA의 재산

화가 억제되는 때문으로 알려지고 있다(Mallick와 Mohn, 
2003). 그리고, 녹조류인 Scenedesmus quadricauda와 

수생 관속식물인 Elodea canadensis, Callitriche 
stagnalis, 붕어마름(Ceratophyllum demersum)에서

도 수은을 포함한 여러 가지 중금속 스트레스가 형광 

양자수율의 저하와 형광 스펙트럼의 변화를 초래하는 

것으로 보고된 바 있다(Küpper 등, 1996). 

3.2. 엽록소 및 carotenoid 함량의 변화

엽록소와 carotenoid 등의 색소는 식물의 광합성 능

력을 나타내는 지표가 된다. 따라서 엽록소를 포함한 

광합성 색소의 함량은 환경 스트레스에 의한 식물의 

영향을 평가하는데 사용할 수 있으며, 색소의 함량 변

화는 식물 병의 가시적 징후와 생산성과도 관련되어 

있다(Parekh, 1990). 따라서 Chlorella의 배양에서 중

금속에 의해 야기된 손상을 예측하는 데에도 엽록소 

함량의 변화로 나타낼 수 있다. Fig. 2에서 수은의 농

도별 Fv/Fm의 차이가 뚜렷하게 나타나는 시간인 수

은처리 후 4시간에서의 엽록소 및 carotenoid 함량의 

변화를 살펴보았다(Table 2). 엽록소 a와 b의 함량은 

대조구와 비교하여 수은에 노출되었을 때 수은의 농

도가 높을 때에는 현저히 감소하였으며, 특히 400 µM
의 수은에서 엽록소 a와 b의 함량이 각각 61.1%와 

74.0%로 크게 감소하였다. 그리고 엽록소 a/b는 200 
µM 이하의 수은에서는 대조구와 큰 차이가 없으나 그 

이상의 농도에서 크게 감소하고 있음을 확인할 수 있

다. 이는 대조구와 비교하여 고농도의 수은에서 엽록

소 a의 감소폭이 엽록소 b의 감소폭에 비해 크게 나타

났기 때문이다. 엽록소 a/b의 감소는 식물의 생장조건

이 좋지 못하거나 또는 잎의 노화가 진행될 때 주로 나

타날 수 있으며 스트레스를 감지하는 데 좋은 지표로 

이용될 수 있다(Abreu와 Munné-Bosch, 2008). 그리

고 수은 스트레스에 의한 엽록소 함량의 감소는 녹조

류인 Chlamydomonas에서도 보고된 바 있다(Elbaz 
등, 2010). Carotenoid 함량 또한 고농도의 수은에서 

크게 감소하였으며, 400 µM의 수은에서 54.5%로 낮

아졌다. Carotenoid는 엽록소와 더불어 광수확 색소계

를 구성하는 색소로서 이들 색소 함량이 감소하는 것

은 수은이 색소의 합성 반응계를 심하게 저해하거나 

또는 틸라코이드 막에 상해를 가함으로써 초래되는 

색소 분해 때문으로 보인다. 광합성에 미치는 수은의 

영향은 광합성 색소들의 함량에 기인하는데, 본 연구

에서도 대조구와 비교하여 수은 처리구에서의 엽록소 

a와 b, 그리고 carotenoid의 함량이 높은 농도의 수은

에서 현저히 감소하였다.

3.3. 엽록소형광 O-J-I-P 곡선의 변화

식물체가 빛, 온도, 건조 또는 화학적 스트레스 등

에 의해 영향을 받았을 때, O-J-I-P 곡선의 패턴이  변
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Fig. 3. Chlorophyll fluorescence O-J-I-P transients(A) and spider plots of selected parameters quantifying the behaviour of PS
Ⅱ(B) of Chlorella vulgaris exposured to mercury(Hg2+) stress for 4 h. Control, long dash; 50 µM Hg2+, circle; 100 
µM Hg2+, triangle; 200 µM Hg2+, square; 400 µM Hg2+, diamond. 

하게 된다. Fig. 1과 2에서 살펴본 바와 같이 수은의 

농도별 차이가 뚜렷하게 나타나는 시간인 수은처리 

후 4시간에서 Chlorella의 O-J-I-P 곡선의 패턴을 비

교하고 이를 토대로 형광변수들을 산출하여 제시하였

다(Fig. 3). Chlorella의 O-J-I-P 곡선을 살펴보면, 수
은 농도가 증가할수록 J, I, P값이 크게 감소하고 있으

며, 특히 P-단계에서 형광 세기가 크게 감소하였다

(Fig. 3(a)). 이는 Chlorella가 수은에 의해 광계Ⅱ 반

응중심의 전자수용체 quinone이 환원상태에 있음을 

의미하며, 광계Ⅱ의 광화학적 효율, 즉 Fv/Fm의 감소

를 야기하는 결과를 초래한다. 일반적으로 Fv/Fm값

이 0.8보다 낮을 때는 광계Ⅱ의 반응중심이 손상을 입

은 상태이거나 불활성상태에 처해있다고 볼 수 있다. 
200 µM 이상의 수은에서 0.05 ms 이후부터 점차적으

로 낮아져 전자전달이 억제되었음을 확인할 수 있으

며, Fig. 2에서 살펴본 바와 같이 Fv/Fm 값이 급격하게 

감소하여 수은에 의한 영향을 받고 있음을 알 수 있다. 
O-J-I-P 분석을 통해 산출된 형광변수들 중에 Fo, 

Fm, Fv/Fo는 수은 농도가 증가할수록 점차적으로 감

소하였고, N과 Sm은 증가하였다(Fig. 3(b)). Fo는 Fig. 
1(c)의 이미지에서는 그 차이가 미미하여 수은에 의한 

영향을 평가하기가 어려웠으나 O-J-I-P 분석을 통해 

낮은 농도의 수은에서도 영향을 받고 있음을 알 수 있

다. 이처럼 수은에 노출된 Chlorella의 Fo 값은 수은

의 농도가 증가할수록 감소하는데 이는 수은이 식물체

에 독성으로 작용하여 반응중심의 손상을 야기한 결과

로 생각해 볼 수 있다. 그리고, 수은에 노출된 Chlorella
의 Fm 값은 농도가 증가할수록 큰 폭으로 감소하는 것

으로 나타나, 수은이 스트레스로 작용을 하고 있음을 

알 수 있다. 이러한 Fm의 감소는 cyanobacteria인 

Spirulina platensis에서도 나타나며(Lu 등, 2000), 분
리한 시금치 잎의 틸라코이드 막에서도 수은 농도가 

증가함에 따라 그 값이 크게 감소하였다고 보고되었

다(Boucher와 Carpentier, 1999). Fv/Fo는 활성상태의 

반응중심의 크기와 밀도를 나타내는 지표이며

(Kriedemann 등, 1985), Fv/Fm과 마찬가지로 스트레

스를 받은 식물에서는 감소하는데, 이는 광계Ⅱ의 반

응중심이 불활성상태에 처해 있음을 나타내며, 카드

뮴 이온(Cd2+), 코발트 이온(Co2+) 등 다른 중금속에 

노출된 녹조류에서도 이들 형광변수들이 감소하는 것

으로 보고되었다(Mallick과 Mohn, 2003). QA의 회전

수를 의미하는 N은 광계Ⅱ 초기 전자수용체인 QA의 

반복적인 산화에 의한 plastoquinone(PQ) pool의 환

원을, Sm은 표준화된 면적을 나타내며(Strasser 등, 
2000), 본 연구결과와 유사하게 스트레스를 받은 식물

에서는 이들 형광변수들이 증가하는 것으로 보고되었

(a) (b)
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Fig. 5. Effects of mercury stress on the density of PSⅡ reaction center(A) and energy fluxes at the reaction 
center through PSⅡ(B and C) in Chlorella vulgaris after the treatment of mercury(Hg2+) for 4 h.

다. 광계Ⅱ활성을 나타내는 변수들 중 ΦPO, ΨO와 ΦEO

도 수은 농도가 증가할수록 크게 감소하였다(Fig. 4). 
즉, 수은 농도가 증가할수록 불활성상태의 반응중심

이 많아지고 포획된 에너지의 대부분이 전자전달로 

보내어지지 않고 버려지고 있음을 간접적으로 보여주

고 있다.
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Fig. 4. Effects of mercury stress on ΦPO, ΨO, and ΦEO of 
Chlorella vulgaris after the treatment of mercury 
(Hg2+) for 4 h.

3.4. 광계Ⅱ에서의 에너지 흐름의 변화

수은 농도의 증가에 따라 RC/CS와 광계Ⅱ에서의 

에너지 흐름의 변화를 살펴보았다(Fig. 5). 먼저, 
RC/CS은 수은 농도가 증가할수록 점차적으로 감소하

였으며, 400 µM의 수은 처리구에서는 대조구에 비해 

21.8%로 크게 감소하였다(Fig. 5(a)). 이처럼 광계Ⅱ

의 반응중심은 수은과 같은 중금속에 의해 직접적으로 

영향을 받는 부위로 생각되며, 이로 인해 Fig. 4와 Fig. 
2에서 살펴본 바와 같이 전자전달의 저해와 Fv/Fm의 

감소를 야기하는 결과를 초래하는 것으로 보인다. 이
는 Table 2에서 살펴본 바와 같이 고농도의 수은에서 

엽록소 a의 급격한 감소로도 추측해 볼 수 있다. 활성

상태의 반응중심 당 에너지 흐름의 변화를 의미하는 

변수들 중 ABS/RC와 DIo/RC는 수은 농도가 증가할

수록 점차적으로 증가하였으며, TRo/RC와 ETo/RC
는 조금 감소하였다(Fig. 5(b)). 광억제는 Fv/Fm의 감

소보다 ΨO의 감소와 DIo/RC의 증가에 의해 확인할 

수 있으며(Force 등, 2003), 본 연구에서도 수은에 노

출된 Chlorella에서 ΨO의 감소와 DIo/RC의 증가를 

동반하고 있어 광억제를 받고 있음을 확인할 수 있다. 
엽면적 당 에너지 흐름의 변화를 의미하는 형광변수

들 중 TRo/CS와 ETo/CS는 수은 농도가 증가할수록 

점차 감소하였으며, DIo/CS는 증가하는 양상을 보였

다(Fig. 5(c)). 

(a) (b) (c)
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Fig. 6. The pipeline model showing the phenomenological energy fluxes in PSⅡ of Chlorella vulgaris exposured to mercury 
(Hg2+) stress for 4 h. The solid and open circles show inactive and active RCs, respectively.

Fig. 5를 토대로 광계Ⅱ에서의 에너지 흐름을 pipeline 
model로 나타내면(Fig. 6), 수은 농도가 증가할수록 

RC/CS(하얀색 원)가 크게 감소하여 활성 상태의 반응

중심이 감소하고 불활성 상태의 반응중심은 증가하고 

있음을 알 수 있다. ABS/CS와 TRo/CS는 수은 농도

가 증가할수록 점차 줄어들었으며 엽면적당 흡수되는 

빛에너지 양과 광계Ⅱ에서 포획되는 에너지가 모두 

감소하고 있음을 알 수 있다. 특히 400 µM 수은 처리

구에서 TRo/CS는 크게 감소하였다. 광계Ⅱ에 포획된 

에너지 중 ETo/CS도 수은 농도가 증가할수록 큰 폭으

로 감소하여 전자전달로 전해지는 에너지가 줄어들고 

있음을 알 수 있다. 200 µM 이상의 수은 처리구에서 

40% 이하로 크게 감소하였다. 이에 반해 DIo/CS는 

수은 농도가 증가할수록 많아졌으며 이는 전자전달로 

사용되지 않고 버려지는 에너지가 많음을 나타낸다. 
대조구에 비해 200 µM과 400 µM 수은 처리구에서 

각각 2.3배, 1.9배 증가하였다. 이처럼 광계Ⅱ의 반응

중심은 수은과 같은 중금속에 의해 직접적으로 영향

을 받는 부위로 생각되며, 이로 인해 전자전달 활성의 

저해와 Fig. 2에서처럼 Fv/Fm의 감소가 야기되는 것

으로 보인다. 
이상의 결과를 토대로 Chlorella는 수은에 민감하

게 반응하여 수서생태계의 환경지표 생물로 활용이 

가능할 뿐만 아니라, 황백화 현상 등 가시적인 징후가 

나타나기 전에 수은 독성을 조기에 진단하는 데 형광

이미지 분석이나 O-J-I-P 분석이 유용하게 활용될 수 

있을 것으로 사료된다. 

4. 결 론

본 연구는 수은이 수서생태계에 미치는 영향을 평

가하기 위하여 담수산 녹조류인 Chlorella를 대상으

로 수은의 농도와 배양 시간을 달리하여 엽록소형광 

이미지 분석과 O-J-I-P 분석을 실시하였다. 엽록소 a
와 b, carotenoid 함량은 높은 농도의 수은에서는 농도

가 증가함에 따라 현저히 감소하였으나 낮은 농도에

서는 변화가 거의 없었다. Fv/Fm 이미지는 수은 농도

의 증가 또는 배양 시간이 길어질수록 크게 변화하였

으나, 200 µM 이상의 고농도에서는 처리 후 2시간 이

내에 형광이미지의 변화를 확인할 수 있었다. 수은 농

도를 달리하여 4시간 동안 처리하였을 때 O-J-I-P 곡
선의 패턴은 수은의 농도가 증가할수록 J, I, P값이 큰 

폭으로 감소하였다. 그리고, O-J-I-P 분석으로부터 산

출된 형광변수들 중에 Fm, Fv/Fo, RC/CS, TRo/CS, 
ETo/CS, ΦPO, ΨO와 ΦEO는 수은 농도가 증가할수록 

점차적으로 감소하였고, N, Sm, ABS/RC, DIo/RC, 
DIo/CS는 증가하였다. 이러한 결과를 토대로 Chlorella
는 낮은 농도의 수은에서도 4시간 이내의 짧은 시간 동

안에 민감하게 반응하고 있어 수서생태계의 환경지표 

식물로 활용할 수 있으며, 스트레스 하에서 뚜렷하게 

증가하거나 감소하는 형광변수들(Fm, ΦPO, ΨO, 
RC/CS 등)을 수은의 영향을 조기에 정량적으로 진단

하는데 활용할 수 있을 것으로 보인다.
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