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리 

(57)  약

본   포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  나 드(Nile red) 염색약

하여  지질함량  가지는 미  균주  신 하게 리하는    재 양하는 에 한 것

, 본  미  균주 리 에 하 , 쇄  (sonicator)  하여 포  균질  함

 나 드(Nile  red)  염색약  사  도  1/10   고도  균질한  염색  가능하게

도하 ,  포  (fluorescence  activated  cell  sorter,  FACS)  함  상

 지질  함 하는 미  균주  보다 빠 고 하게 리할  , 각각 하나  포  리할 

는 ,  포  재 양  가능하다.

  도 - 도1
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특허청  

청 항 1 

a)  쇄  하여 미  포  균질  하는 단계;

b) 탄  매에  나 드(Nile red) 염색약  상  균질   미  포 샘플 1 ㎖ 당 0.05 내지

0.15 ppm 도  처리하여 염색하는 단계; 

c) 상  염색  미  포   포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  

하여 지질함량   포  리하는 단계  포함하는 미  균주  리 ,

상  a)  단계   쇄  건  듀티싸 클(duty  cycle)  50  내지  70%,  마 크 -  리미트(Micro-tip

Limit) 3 내지 5, 프 브(probe) 직경 2 내지 4 mm에  8 내지 12  간 균질 하는 것  특징  하고,

상  c) 단계는  포  FITC-a 필  통해 여 (exite)  역  400 내지 500 nm, 

(emite)  역  600 내지 700 nm  신  검 하는 것  특징  하는, 미  균주  리

.

청 항 2 

 1항에 어 ,

상  c) 단계에  리  지질함량   포  재 양하는 단계   포함하는 것  특징  하는, 미

 균주  리 .

청 항 3 

 1항에 어 ,

상  a) 단계는 미  2000 내지 4000 rpm에  1 내지 5  간 원심 리한 후  쇄  하여 미

 포  균질  하는 것  특징  하는, 미  균주  리 .

청 항 4 

삭

청 항 5 

삭

청 항 6 

삭

청 항 7 

삭

청 항 8 

삭

청 항 9 

삭

  

   야

등록특허 10-1424855

- 3 -



본   포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  나 드(Nile red) 염색약[0001]

하여  지질함량  가지는 미  균주  신 하게 리하는    재 양하는 에 한 것

다.

 경  

근 가  지  상승  해 신재생 에 지 개 에 한 심  아지고 , 에 라 미[0002]

 한 에 지 개 에 한 연 가 내    진행 고 다. 특 , 미 는 

 합  생물   합   가지 ,  상 식물에 비해 단 당 매   

 생산  1헥타  당 130여 에 다 (Chisti, Y. 2007. Biodiesel from microalgae. Biotechnol. Adv.

25: 294-306). 재 지  계  알  는 미  (species)  약 40,000  고 나,

들  4%에 해당 는  1,600여 만  각  컬쳐  (Culture Collection)에 해 지, 보 는 것

 알 지고 다. 라  아직 지 알 지지 않   많   미  보하고    지질 함량

 지니고  생산에 합한 우량 미  주(strain)  리   동  업  필 하다 ( .

2010. 색 동향보고  2010  4 ). 

미  지질함량  하는 는  클 포 과 탄  한 매  (Bligh[0003]

E.G. and W.J. Dyer.1959. A rapid method of total lipid extraction and purification.Can. J. Biochem.

Physiol 37(8):911-917)  많  사 고 나, 는 다양한  채취  미  주(strain)  지

질함량  신 하게 하 에는 다  어 움  , 신 하게 지질함량  할  는  필 하다.

재 개 어 는 신 한 미  지질 량  Nile red 염색약  염색한 후  하여 지질

량함  단시간 내에 간편하고 신 하게 지질 함량  하는  다  (한 특허 원 10-1998-

0020708 ).

상  미  지질 량  신 한 지질함량   가능하나, 실시간   지질함량  지니는 각각[0004]

균주  포만   리해 내 에는 어 움  고, Nile red 염색약  여 사 하는 매  아

독  해 염색 후 포  생 여 가 하 , Nile red 염색약  250 ppm   도  첨가 다는

약  다. 

 내

해결하 는 과

본  상  같  문  해결하  한 것 , 본     Nile red 염색약 사[0005]

도  고, Nile red 염색약   한 매  독  낮 어 균주  포  생  ,

Nile red 염색 후 지질염색 도에  별  균주 리  해당 균주  재 양  등  공하고  하는

것 다.

과  해결 단

상   달 하  하여, 본  a)  쇄  하여 미  포  균질  하는 단계;[0006]

b) 상  균질   미  포  나 드(Nile red)  염색하는 단계;  c) 상  염색  미  포

  포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  하여 지질함량   포

리하는 단계  포함하는 미  균주  리  공한다.

또한, 본  상  c) 단계에  리  지질함량   포  재 양하는 단계   포함할 도 다.[0007]

본 에 어 , 상  미  포  균질  하는 단계는 미  2000 ~ 4000 rpm에  1 ~ 5  간 원심[0008]

리한 후  쇄  하여 미  포  균질  할  다.

또한 본 에 , 상   쇄 건  duty cycle 50 ~ 70%, Micro-tip Limit 3 ~ 5, 프 브(probe) 직[0009]

경 2 ~ 4 mm에  8 ~ 12  간 균질  하는 것  특징  한다.

또한 본 에 어 , 상  나 드(Nile red) 염색약  무독  매에 여 사 하는 것  특징  하[0010]

, 상  무독  매는 알  것  특징  하 , 람직하게는 탄  또는 에탄  포함할  

나, 에 한 지 않는다.
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본 에  상  나 드(Nile red) 염색약  미  샘플 1 ㎖ 당 0.05 ~ 0.15 ppm 도  첨가하는 것[0011]

람직하다.

또한 본 에 어 , 상   포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  하여[0012]

지질함량   포  리하는 단계에   포  FITC-a 필  exite  역  400 ~ 500

nm, emite  역  600 ~ 700 nm  신  검 하는 것  특징  한다.

 과

본 에   지질함량  가지는 미  균주  리  쇄  (sonicator)  하여 [0013]

포  균질  함  나 드(Nile red) 염색약  사  도  1/10    , 에 염색약에

한 포  상  할  다. 또한, 본  균주 리  나 드(Nile red) 염색약  는

매  아  신 탄  사 함  포에 미 는 독  격  낮 어 미  포  생

향상시킬  다. 또한, 본   포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  

함  상   지질  함 하는 미  균주  보다 빠 고 하게 리할  , 각각 하

나  포  리할  는 ,  포  재 양  가능하다.

도  간단한 

도 1  본  지질함량   미  균주 리  도식 한 도 다.[0014]

도 2는 본  실시 에 라 Chlorella vulgaris 균주 샘플  원심 리한 결과 다.

도 3  본  실시 에 라 Chlorella vulgaris 균주 샘플  원심 리한  쇄  균질 한 결과

다.

도 4는 본  실시 에 라 나 드(Nile red) 염색약  염색한 Chlorella vulgaris 균주 샘플  고

 라 브  공  미경  (Ultrafast  Live  Scanning  Microscope  System,  Carl  Zeiss  Microimaging  GmbH,

Germany)  하여 한 결과 다.

도 5는 본  실시 에 라 나 드(Nile red) 염색약  염색한 Chlorella vulgaris 균주 샘플  

 포  (fluorescence activated cell sorter, FACS, Becton Dickinson and Company, USA)  

하여 리한 결과 다.

 실시하  한 체  내

본  미  포에 포함  지질  균질하게 염색하  한 포 균질  과 과, 균질  포  Nile[0015]

red 염색 과 , 그리고  포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  하여 염색

지질  신  (fluorescence emission signal)에 라  지질함량  가지는 균주  신 하게 리하

는  공하 , 리  균주  재 양하는  공한다.

본 들   나 드(Nile red) 염색 에  vortex  포 균질  도하  것   쇄[0016]

 (sonicator)  하여 미  포 간 공간 포  균질하게 만들어 , 래 지질 염색에 

 나 드(Nile  red)  염색시약  처리 도  낮 고도 균질한 염색  가능하게 도하고,  나 드(Nile

red) 염색약  는 매  독   아  신에 탄  사 함  독  낮 어 포 생

 ,  포  (fluorescence activated cell sorter, FACS)  함 , 상

  지질량  함 하는 미  균주  별  빠 게 리할   하 ,  같  

 리  균주  재 양 할   함  본  하 다.

본  미  포 리  도 1에 간략  나타내었다.[0017]

하, 본  해  돕  하여 람직한 실시  시한다. 그러나 하  실시 는 본  보다 [0018]

게 해하  하여 공 는 것  뿐, 하  실시 에 해 본  내  한 는 것  아니다. 
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실시  1. Chlorella vulgaris  신 한 지질염색  찰 [0019]

실험에 사  균주는 Chlorella vulgaris 다. 양  균주 1.5 ㎖  3000 rpm에  1 간 샘플  원심 리[0020]

진행하 , 원심 리  pellet  상태  도 2에 나타내었다. 

상  원심 리  샘플  상등액  거하 , 남아 는 pellet에는 1/2  한 BG11 지 1.5 ㎖  첨가[0021]

하 다.  포  지는 2 : 1 피비가 도  하 , 그  300 ㎕  샘플  취하여 e-tube

 후  쇄  (sonicator,  Vibra  cell,  Sonics  &  materials  INC,  USA)  하여  포  균질

(sonication)  실시하 , 포 균질  결과  도 3에 나타내었다. 

상  포 균질  과 에  쇄  (sonicator)  건  Duty cycle  60%, Micro-Tip Limit  4[0022]

하 고, probe는 직경 3 mm (S&M 630-0418)  사 하  포 균질  (sonication) 시간  10  지

하 다. 

Nile red 염색약  10 ppm 도  사 하 ,  샘플 1 ㎖ 당 0.1 ppm  도가 도  처리하[0023]

, 염색  시간  10  진행하 다.  료  샘플   상   막고  1/2   BG11

지  2  하 다. 본 건에 해 지질염색   루어지는 하  하여 고  라 브 공  미경

(Ultrafast  Live  Scanning  Microscope  System, Carl Zeiss Microimaging GmbH, Germany)  하여 포

하 , 그 결과는 도 4에 나타내었다.

체 , 도 4에 하 , 죽  포  경우 엽 체만 남아 어 Nile red 염색약에 해 염색 지 않아 색[0024]

만  찰  었 , 살아 는 포  경우 엽 체 ( 색)  Nile red 염색약에 해 란색  염색  포

 지질 (lipid body)가 찰 었  알  다.

실시  2. Chlorella vulgaris   지질  가지는 균주  신 한 리[0025]

Chlorella vulgaris C는 돌연변   학물질 처리  하지 않  균주 고, 8 내지 18  균주는 각각 돌연[0026]

변   학물질 처리한 균주 , Chlorella vulgaris K는 Chlorella vulgaris  양에 사 는 등

 아닌  (UV)  원  하여 양한 균주 다 (하   1 참 ). 

상  실시  1에  Nile red 염색약에 해 염색  각 균주들  포들   포  (fluorescence[0027]

activated  cell  sorter,  FACS,  Becton  Dickinson  and  Company,  USA)  하여 FITC-a  필  통해 400 ~

500 nm 사  역  exite  600 ~ 700nm 사  역  emite  신  (fluorescence emission signal)

 검 하 , 그 결과  하   1  도 5에 나타내었다.

[  1] [0028]

[0029]
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체 , 상   1  도 5에  알  는  같  각각  균주에 라 규 포  루는 피크(peak)에[0030]

차 가 나타났다. FITC-a 필  통해 나  신   지  상  약 90% 상  피크 간 (도 5  P1

간)에  포함 어   신   (signal  intensity)  나타내는  균주  포들   포

(fluorescence activated cell sorter, FACS)  통해 미  지가 첨가  96-웰 플 트(96 well plate)

에 하나  포씩 리할  었 , 각 웰(well)에 아진 포들  재 양  가능하 다. 

라  상  실시  1   2  통해  Nile  red  염색과   포  (fluorescence  activated  cell[0031]

sorter, FACS)  하여  지질함량  가지는 균주  신 하게 리해 낼  었 , 리  각각  

포는 재 양  가능한 것  하 다.

한 본   시  한 것 , 본  하는 야  통상  지식  가진 는 본 [0032]

  사상 나 필  특징  변경하지 않고  다  체  태  게 변  가능하다는 것  해

할   것 다. 그러므  상에  한 실시 들  든 에  시  것  한  아닌 것

해해야만 한다.

도

도 1
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도 2

도 3

도 4
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도 5
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