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주걱송편버섯(Pycnoporus cinnabarinus SCH-3)의 
Laccase에 의한 Acridine 산화

이현수·한만덕·윤경하*

순천향대학교 자연과학대학 생명과학과

Acridine은 fungal laccase의 기질이 아님에도 불구하고 acridine을 Pycnoporus cinnabarinus SCH-3 배양액에 첨가
했을때 acridone으로 산화되었다. P. cinnabarinus SCH-3 균주는 배양 중에 다량의 laccase와 3-hydroxyanthranilic
acid (3-HAA)와 cinnabarinic acid (CA)를 생성했다. 정제된 laccase와 acridine을 완충용액에서 직접 반응시켰을 때
acridine은 변화되지 않았다. 그러나 laccase의 기질인 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
나 3-HAA를 laccase와 acridine 혼합액에 첨가했을 경우에는 acridine이 acridone으로 산화되었다. 특히 ABTS 첨
가구는 3-HAA 첨가구보다 acridine 산화율이 2배 이상 높았다. 한편 정제된 laccase와 3-HAA를 완충액에서 반응
시켰을 때 3-HAA는 CA로 전환되었다. 이와 같은 실험결과들은 P. cinnabarinus SCH-3의 laccase가 배양 중에 생산
된 3-HAA를 매개체로 사용하여 acridine을 acridone으로 산화하고 CA는 laccase에 의하여 3-HAA로부터 합성됨
을 나타낸다.
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Acridine (benzo[b]quinoline)은 coal tar에서 최초로 분리된 수

용성의 무색고체로 염료와 몇몇 약제 제조에 원료로 사용된다

(11). Acridine은 공기, 담수, 해수, 담수퇴적물, 지하수, 폐수 등

다양한 곳에서 발견되고(21, 22) 생물체에 독성, 돌연변이, 기형,

암을 유발시킬 수 있는 유해한 물질로 알려져 있다. Acridine은

Salmonella typhimurium과 Chinese hamster 세포의 염색체를 변

이시키고(15, 23), 특히 수중에서는 몇몇 어류의 체내에 축적되어

물질대사에 해를 끼칠 뿐만 아니라 얼룩말홍합의 생식작용과 단

세포녹조류의 생장을 억제하고 섬모충류와 물벼룩, 깔따구 등의

유충을 죽이는 등 수중생태계에 심각한 영향을 끼친다(2, 3, 13).

Laccase (EC 1.10.3.2)는 구리(Cu)를 포함하는 polyphenol oxidase

로 균류, 식물, 곤충 등에 광범위하게 분포한다(16). 특히 lignin

을 합성하는 목재와 lignin을 분해하는 균류 등에 많이 존재한다.

Laccase는 lignin의 생합성, 식물의 병원성, 식물세포벽의 분해,

곤충의 경화(sclerotization)등 다양한 기능을 갖는데 laccase의 이

러한 기능들은 방향족물질(aromatic substances)의 산화와 관련이

있다(1, 14, 24). 그러나 이러한 산화의 효과는 매우 다를 수 있

다. 심지어는 반대방향으로 작용할 수 있다. 예를 들면 식물의

laccase는 monolignols를 산화하여 polymeric lignins를 형성하는

데 반하여 백색부후균의 laccase는 lignin을 분해하고 탈중합화

한다. 최근에 lignin 생합성과정에서 laccase 생성과 역할에 대하

여 재검토 되었는데(7) laccase는 phenolic 기질이나 aromatic

amine과 같은 물질들을 산화하고 일반적으로 nonphenolic 화합물

을 산화하지 못한다고 하였다. 그러나 최근에 mediator라고 하는

저분자량 화합물의 존재 하에서 laccase가 nonphenolic 화합물을

포함하여 광범위한 aromatic lignin model 화합물을 산화할 수

있다는 것이 보고되었다(4). 이와 같은 laccase-mediator 개념의

근거는 효소에 의하여 유리기(redical)로 산화되는 저분자량의 화

합물을 사용하는 것이다. 이렇게 생성된 유리기는 산화환원매개

체(redox mediator)로 작용하여 laccase의 기질이 아닌 다른 화합

물을 산화한다는 것이다. 최근에는 최초의 laccase의 mediator로

사용된 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)

와 1-hydroxybenzotriazole (HBT), violuric acid (VIO), 그리고

N-hydroxyacetanilide (NHA) 등과 같은 인공 mediators와 aceto-

syringone, syringaldehyde, 4-hydroxybenzoic acid, 그리고 aniline

등과 같은 천연 mediators을 이용하여 nonphenolic 물질 산화기작

연구가 활발하게 진행되고 있다(5, 12). 특히, Eggert 등(8)은 주걱

송편버섯(Pycnoporus cinnabarinus)에서 laccase의 mediator인 3-

hydroxyanthranilic acid (3-HAA)가 생산됨을 밝히고 이러한

mediator 하에서 laccases가 veratryl alcohol과 1,2-diarylpropane-

1,3-diol과 같은 nonphenolic lignin model 화합물을 산화할 수 있

다고 보고하였다.

따라서 본 연구에서는 laccase와 3-HAA를 생산하는 주걱송편

버섯(P. cinnabarinus SCH-3)을 이용하여 생체에 유해한 acridine

을 어떻게 산화하는지를 조사하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양

본 실험에 사용된 주걱송편버섯(Pycnoporus cinnabarinus SCH-

3)은 1998년 경기도 청평에서 채취하여 동정한 백색부후균류로써
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배양 중에 lignin peroxidase, Mn-dependent peroxidase, tyrosinase

등을 배지로 생산하지 않고 다량의 laccase와 극소량의 peroxidase

을 생산하는 균주이다(20).

균주를 실험에 사용할 때는 Potato Dextrose Agar (PDA, Difco)

배지의 중앙에 소량의 균사체를 접종하여 28oC에서 8일간 배양

한 후 포자를 채취하여 포자 현탁액(9.6×107 spores/ml)을 만들고,

이것을 접종원으로 사용하였다. 균주의 배양은 Eggert 등(10)의

배지(3 g glucose, 1 g KH2PO4, 0.26 g NaH2PO4, 0.317 g (NH4)2SO4,

0.5 g MgSO2·7H2O, 2.2 g C4H6O6, 0.5 mg CuSO4·5H2O, 74 mg

CaCl2·2H2O, 0.6 mg ZnSO4·7H2O, 0.5 mg FeSO4·7H2O, 0.5 mg

MnSO4·4H2O, 0.1 mg CoCl2·6H2O, 1,000 ml DW, pH 4.5)를

기본배지로 사용하여 포자현탁액 10 ml를 접종한 후 진탕배양기

(Operon-SI-130C)에서 28oC, 100 rpm으로 배양하였다.

Laccase 정제

Laccase의 정제는 박 등(20)의 방법에 따라 실시하였다. 기본

배지에서 8일간 배양한 배양액을 원심분리(4oC, 15,000 rpm, 10

min)하고 상등액을 milipore filter (0.45 µm filter)로 여과하였다.

그 후 여과액을 ultrafiltration system (10,000 Da membrane,

Amicon 8400)을 사용하여 6 ml로 농축한 후 증류수로 연속 투

석하고, 50 mM potassium phosphate 완충액(pH 6.0, KPB)으로

재투석 하였다. 투석액을 동일한 완충액으로 평형화된 DEAE-

cellulose column (1×15 cm)에 적재하고 50 mM과 100 mM KPB

(pH 6.0)를 단계적으로 적용하여 0.3 ml/min로 용출 시켰다. 용

출된 분획 가운데 laccase의 활성을 나타내는 용출 분획을 선택

하고 ultrafiltration system을 이용하여 3 ml로 농축하였다.

Acridine 산화

용량 500 ml 삼각플라스크에 100 ml의 기본배지를 넣고 1 ml

의 포자현탁액을 접종하여 2일간 진탕배양한 후 0.1 mM

acridine을 첨가하였다. 그 후 2일 간격으로 1 ml 배양액을 채취

하여 4 ml ethyl acetate (EA)로 추출, 여과(PVDF syringe filter,

0.45 µm, Whatman)하여 배양액내에서의 acridine의 산화정도를

HPLC로 분석하였다. 한편 정제된 laccase가 acridine을 산화하는

지를 확인하기 위하여 반응액[0.1 mM acridine, 50 mM sodium

tartrate buffer (pH 3.0), 0.4 U/ml laccase]을 제조한 후 1 mM

2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)나 1

mM 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA)를 각각 첨가한 실험구

(experiment)와 ABTS나 3-HAA를 첨가하지 않은 대조구(control)

를 사용하여 24시간 반응 시킨 후 반응물을 HPLC로 분석하였다.

3-HAA 생성과 CA의 형성

균주의 배양 과정 중에 배지내에 3-HAA와 cinnabarinic acid

(CA)의 생성을 조사하기 위하여 균주를 100 ml 기본배지에서

진탕배양하면서 2일 간격으로 배양액을 채취하여 4oC에서 10분

간 15,000 rpm으로 원심분리한 후, 상등액을 UV-분광광도계를

이용하여 200에서 600 nm까지의 흡광도를 측정하고, 동시에 상

등액을 EA로 처리하여 HPLC로 정량하였다. 한편 상등액을

Freeze dryer ED5508 (ED5508, Ilshin Lab Co.)로 농축한 후 농

축물을 methanol로 녹여 TLC용 silica gel plate (GF grade,

Uniplate, Analtech) (200×200 mm)에 점적하여 butanol:acetic

acid:water (4:2:1)로 전개하여 분석하였다. 

배양과정 중에 생산되는 3-HAA가 CA로 전환되는지를 확인하

기 위해 1 mM 3-HAA와 정제된 laccase (400 U/ml)를 50 mM

sodium tartrate buffer (pH 3.0)에서 반응시킨 후 HPLC로 분석

하였다.

분석

배양중인 배지내의 포도당량은 dinitrosalicylic acid 방법(18)으

로 측정하였다. Laccase 활성은 ABTS을 기질로 사용하여 Niku-

Paavola 등(19)의 방법으로 측정하였고 효소 활성의 단위는 1분

간 1 µM의 ABTS를 산화하는데 사용된 효소의 양으로 표시하였

다. Acridine과 acridone의 정량은 Sigma 사의 acridine과 Aldrich

사의 9(10H)-acridone을 표준품으로 사용하여 HPLC (shimadzu,

SPD-10A)로 분석하였다. 정량조건은 다음과 같다. µBondapakTM

C18 revers phase column (3.9×300 mm, 5 µm, Waters), 254 nm

에서 이동상으론 acetonitrile:water (85:15, v/v)을 이용하여 1 ml/

min 유속으로 15분간 분석하였다.

3-HAA양은 Aldrich 사 제품을 표준품으로 사용하여 HPLC로

정량하였고, CA는 Eggert 등(8)의 방법을 사용하여 흡광도와

HPLC로 정량하여 표시하였다. 3-HAA와 CA의 분석을 위한

HPLC 조건은 위와 같은 조건에서 methanol:Water (85:15, v/v)

이동상에 0.086%의 phosphoric acid를 첨가하여 분석하였다. 

결 과

배양환경의 변화

P. cinnabarinus SCH-3를 0.3% 포도당을 포함한 기본배지에서

28oC로 진탕배양 하였을 때, 배양 초기에 무색이였던 배지가 2일

이 지나면서 연한 노란색을 거쳐 6일경에는 짙은 갈색으로 변하

였다. Laccase 활성은 2일부터 나타나기 시작하여 배양 10일에

최고치를 나타냈다. 포도당은 계속적으로 감소하였고 3-HAA는

배양초기부터 나타나기 시작하여 배양 4일에 최고치를 나타낸

후 급격히 감소하여 배양 8일에는 별 변화가 없었다. 한편 CA

는 효소활성과 더불어 계속적으로 증가하였다(Fig. 1).

배지내에서 acridine 산화 

균주배양 2일째에 acridine을 배지에 첨가한 후, 2일 간격으로

배양액을 채취하여 acridine과 산화물인 acridone을 HPLC로 측

정한 결과, 배양기간 중 acridine은 배양 4일부터 8일까지 크게

감소하였고, acridone은 배양 6일부터 10일까지 크게 증가하였다

(Fig. 2). 배양 중에 acridine의 산화율을 보면 laccase 활성이 높

을 때 acridine 산화율도 높았다. 즉, 효소활성이 27.14 U/L일 경

우에 산화율은 24.72%였고 효소활성이 41.81 U/L일 때 산화율

은 42.49%였다(Table 1).
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Acridine이 laccase와 직접적으로 반응하는지를 알기 위하여 P.

cinnabarinus SCH-3로부터 정제된 laccase를 50 mM sodium

tartrate buffer (pH 3.0) 용액에서 acridine과 반응시켰다. 그 결과

acridine은 전혀 acridone으로 전환되지 않았고, 여기에 1 mM의

3-HAA나 ABTS를 각각 첨가했을 때는 acridine이 acridone으로

전환되었다. 특히 ABTS나 3-HAA의 농도를 증가시켰을 때

acridine 산화율은 증가하였고(Table 2), laccase의 기질로 사용되

는 ABTS 첨가구는 3-HAA 첨가구 보다 산화율이 2배 이상 높

았다(Table 3).

배지내 3-HAA 생성과 CA 형성

P. cinnabarinus SCH 균주의 배양중에 3-HAA와 CA의 생성

여부를 spectrophotometer와 TLC, HPLC를 이용하여 확인한 결

과, 배양 상등액은 450 nm에서 최고 흡광도를 나타냈고(Fig. 3)

TLC 상에서 3-HAA는 Rf 0.86이었고, CA는 Rf 0.62였다(Fig.

4). 그리고 HPLC 상에서 3-HAA는 RT (retention time)가 3.57이

었고, CA는 RT가 3.88였다(Fig. 5).

Fig. 1. Time course of the enzyme activities, glucose, 3-HAA and CA
in the extracellular fluid of P. cinnabarinus SCH-3 grown in the basal
medium. (■ ) laccase activity, (▲ ) glucose, (● ) 3-HAA, (○ ) CA.

Fig. 2. Oxidation of acridine in the liquid culture of P. cinnabarinus
SCH-3. (■ ) laccase activity, (● ) acridine, (○ ) acridone.

Table 3. Oxidation of acridine through reaction of 3-HAA or ABTS with purified laccase from P. cinnabarinus SCH-3

Hour
Laccase

%
Laccase + 3-HAA

%
Laccase + ABTS

%
AC AD AC AD AC AD

0 17.98 0 0 17.98 0  0 17.76 00      0

6 17.84 0 0 17.23 0.09 11.69 16.10 01.26 66.32

12 17.85 0 0 16.55 0.43 29.66 10.48 05.54 73.67

24 17.84 0 0 16.45 0.58 37.42 5.64 09.71 78.56

48 17.86 0 0 16.39 0.63 39.13 2.28 13.24 84.22

Table 1. Oxidation of acridine in the liquid culture of P. cinnabarinus
SCH-3

Culture time 
(day)

Laccase activity
(U/L)

Concentration (µg/ml)
(%)

AC AD

0 00 18 0 00

2 00.13 17.98 0.001 00.06 

4 00.64 17.85 0.013 08.85 

6 07.48 16.78 0.133 10.85 

8 27.14 16.24 0.435 24.72 

10 41.81 16.11 0.803 42.49 

12 40.51 16.08 0.828 43.13 

AC, acridine; AD, acridone; %, oxidation rate

Table 2. Effect of mediator concentration on oxidation of acridine in
the incubation with purified laccase and 3-HAA or ABTS

Con.
(mM)

3-HAA
%

ABTS
%

AC AD AC AD

0 17.98 0 0 17.87 00 00

0.1 16.56 0.56 38.89 16.50 00.93 62.07

0.5 16.45 0.62 40.00 9.41 06.06 70.55

1.0 16.49 0.63 41.72 5.64 09.71 78.56 

2.0 16.53 0.65 44.22 0.02 14.84 82.54
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Cinnabarinic acid (CA) 형성

3-HAA로부터 CA가 생성되는지를 알기 위하여 3-HAA와 정

제된 laccase를 sodium tartrate buffer (pH 3.0)에서 반응 시킨

후 반응물을 채취하여 HPLC로 조사한 결과, 3-HAA로부터 CA

로 전환율은 반응시간이 10분일 때 65% (0.666 µg/ml), 60분일

때 94% (0.963 µg/ml), 120분일 때 100% (1.021 µg/ml)로 전환

되었다(Fig. 5).

고 찰

P. cinnabarinus SCH-3균주를 포도당이 포함된 액체 배지에서

배양했을 때 배지의 색깔은 무색에서 연한 노란색을 거쳐 짙은

적색으로 변하였고, laccase와 CA는 지속적으로 증가하였다. 그

리고 3-HAA는 배양초기부터 생성되기 시작하여 배양 4일에는

최고치에 도달한 후 급격히 감소하여 배양 8일 이후에는 거의

변화가 없었다(Fig. 1). 이와 같은 균주의 배양환경 변화는

Eggert 등(8)이 호주산(Australia, qucensland) P. cinnabarinus PB

균주를 이용하여 3-HAA로부터 CA가 생성된다는 실험을 하기위

하여 균주를 포도당함유배지에서 배양했을 때 투명했던 배양액

이 연한 노란색(pale yellow)를 거쳐 짙은 적색(dark red)으로 변

화하는 것을 관찰하고 짙은 적색은 phenoxazinone 유도체인 CA

의 축적 때문이라고 보고한 실험과 비슷하다.

Acridine은 생물체에 유해한 물질로서 자연환경에 널리 분포하

며 생물체에 미치는 영향도 다양하고 대사산물도 다양하다.

McMurtrey 등(1984)은 쥐 간에서 추출한 aldehyde oxidase을

acridine에 반응시켰을 때 acridine이 9-acridone으로 전환되고, PCB

로 처리한 쥐 간에서 추출한 P-450 효소는 acridine을 2,3- or 3,4-

dihydrodiol로 전환함을 관찰하였다(17). 그리고 Sutherland 등(25)

은 acridine을 포함하는 Sabouraud 액체배지에서 Cunninghamella

elegans (ATCC36112) 균주를 배양했을 때 acridine이 acridine

trans 1,2-dihydrodiol과 2-hydroxyacridine으로 전환됨을 확인하고

전환 초기단계에 cytochrome P-450 monooxygenase가 acridine을

산화하여 acridine 1,2-oxide로 전환할 것이라고 추정하였다. 이와

같이 acridine의 산화는 acridine에 작용하는 효소에 따라 다양한

물질로 전환된다. 본 연구에서 균주배양 2일째에 배지에 첨가한

acridine은 배양시간의 경과와 더불어 감소하였고 acridone이

laccase와 함께 증가하였다. 배양액 중에서 acridine이 acridone으로

산화되는 과정을 알아보기 위하여 정제된 laccase와 acridine을 완

충용액에서 직접 반응시켰을 때는 아무런 반응결과가 없었으나

laccase와 acridine의 혼합 반응액에 3-HAA를 첨가했을 때는

acridine은 acridone으로 산화되었다(Table 2 and 3). 다른 한편으

로 배양액에서 CA 형성 과정을 알아보기 위하여 P. cinnabarinus

SCH-3 배양액으로부터 정제한 laccase와 3-HAA를 sodium

Fig. 3. Absorbance spectra of samples from the cell-free medium of P.
cinnabarinus SCH-3 grown in shake-flask (3 g/L glucose). Spectra
were recorded at 2 day intervals from days 2 to 12.

Fig. 4. TLC analysis in the extracellular fluid of P. cinnabarinus SCH-
3 at 2 and 4 day cultures exhibited a single band with an Rf value of
HAA (0.86) and CA (0.62).

Fig. 5. HPLC-profile of the reaction products separated after 0 min, 60
min and 120 min incubation of 3-HAA with purified laccase.
Retention time; 3-HAA (3.57 min), CA (3.88 min).
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tartrate buffer (pH 3.0)에서 반응시켰을 때 CA가 생성됨을 확인

하였다(Fig. 5). 이와 같은 실험결과는 P. cinnabarinus SCH-3의

laccase가 균주의 배양 중에 생산된 3-HAA를 매개체로 사용하여

acridine을 acridone으로 산화하고 3-HAA는 CA 전구물질임을 증

명한다. 따라서 본 연구에서 P. cinnabarinus SCH-3 균주에 의한

acridine 산화기작은 배지내의 laccase가 산소의 존재 하에서 균

주가 생산한 4분자의 3-HAA를 산화하여 4개의 3-HAA radical

을 형성하고 그중 2개의 3-HAA radical은 짝반응을 통하여 1개의

3-HAA와 1개의 o-quinone imine을 형성한다. 그 후 o-quinone

imine은 3-HAA와 결합하여 CA를 형성한다(6, 8, 26). 한편 3-

HAA radical은 물분자로부터 수소 radical과 결합하여 3-HAA로

되고 또 다른 3-HAA radical은 acridine의 9위치에 있는 수소원

자를 취하여 3-HAA가 된다. 그리고 물분자의 OH radical은

acridine의 9위치에 수산화(hydration)되어 9-hydroxyacridine이 되

고 이는 산화되어 결국 acridone으로 전환된다고 사료된다.
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ABSTRACT : Oxidation of Acridine by Laccase of Pycnoporus cinnabarinus SCH-3
Hyoun-Su Lee, Man-Deuk Han, and Kyung-Ha Yoon* (Department of Life Science, Soon-
chunhyang University, Asan 336-745, Republic of Korea)

Acridine was not a substrate for fungal laccase but it was oxidized to acridone in the culture medium of P. cin-
nabarinus SCH-3. During the cultivation of P. cinnabarinus SCH-3, Laccase was the predominant extracellular
phenoloxidase, and 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA) was produced in the early culture. Cinnabarinic acid
(CA) was observed to accumulate in the culture medium. When P. cinnabarinus was grown in the culture
medium containing acridine, acridine was oxidized to acridone. But when the laccase purified from the culture
medium of P. cinnabarinus directly reacted with acridine in sodium tartrate buffer (pH 3.0), The oxidation of
acridine did not happen. In contrast, when 3-HAA was added to the buffer that was mixed with laccase and acri-
dine, the acridine was oxidized to acridone. While in vitro studies, the CA was formed from 3-HAA in the pres-
ence of purified laccase. The results suggest that the acridine should be oxidized to the acridone through the
mediation of 3-HAA by the laccase in the culture medium of P. cinnabarinus SCH-3.


