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세포 내에서 진행되는 대부분의 생화학 반응들은 분자

들 사이에서의 결합반응에 관한 규명없이는 정확하게 설

명될 수가 없다. 생명체에서 일어나는 대사과정을 비롯하

여 헤모글로빈에 의한 산소운반, DNA복제와 전사과정등

은 DNA와 단백질, 그리고 다양한 분자들 사이의 결합반

응에 의해 수행된다. 따라서 특정 결합반응에 관한 구체

적인 정보를 구할 수 있다면 관련된 생화학 반응의 정확

한 이해를 위해 매우 유용하게 활용될 수 있을 것이다.

화학 또는 생화학 분야의 다양한 결합반응들을 관찰하기

위해서 electrophoretic mobility shift assay (EMSA),1,2 isothermal

titration calorimetry (ITC),3 nuclear magnetic resonance

spectroscopy (NMR),4−6 surface plasmon resonance (SPR),7

UV/VIS spectroscopy와 fluorescence spectroscopy8,9등의 분

석법 등이 널리 활용하고 있다. 이들 방법 중에서 형광분

광분석법은 감도가 높아 미량의 시료에 의한 측정이 가

능할 뿐 아니라 분자크기에 큰 영향을 받지 않아 형광발

색단(fluorophore)을 포함하는 분자와 단백질 또는 DNA

사이의 결합반응에 관한 연구에 널리 이용되고 있다. 형

광분광분석법 중에서 fluorescence anisotropy (형광비등방

성) 측정법도 결합반응 연구에 점점 많이 활용되고 있다.

형광비등방성은 용액 중에 존재하는 형광발색단(fluorophore)

의 rotational diffusion rate (회전확산 속도)에 따라 달라진

다.10 따라서 형광발색단을 포함하는 분자가 용액 중에 유

리된 상태로 존재할 때와 단백질이나 DNA등의 거대한

분자에 결합한 경우를 비교하면 회전확산속도에서 큰 차

이를 보이므로 형광비등방성 data는 단순한 형광세기

data보다 결합반응에 관한 더 구체적인 정보를 제공할 수

있는 것으로 알려져 있으며, 이는 우리가 이미 수행한

ethidium bromide(EtBr)와 DNA사이의 결합반응에 미치는

caffeine의 영향에 관한 연구에서도 확인되었다.11

형광비등방성 측정을 위해서는 시료 분자에 포함된 형광

발색단을 들뜨게(excitation)할 때와 방출(emission)되는

형광의 세기를 측정할 때 양쪽 모두 편광판(polarizer)을

이용한다. 분자내의 형광발색단은 편광판을 통과한 입사

광의 수직방향의 electric vector에 의해 들뜨게 되며, 이와

평행인 형광세기(I||) 및 수직방향의 형광세기(I⊥)를 구하

면 다음 식과 같이 형광비등방성 (r)값이 구해진다.10,12

r = (I|| - I⊥)/(I|| + 2 I⊥)

이런 장점을 가진 형광비등방성 측정을 이용하여 우리가

자주 섭취하는 식품에 포함되어 있는 천연생리활성 성분이

의약품 유효성분의 효력에 영향을 미칠 수 있는지를 알아

보고자 하였다. DNA와 intercalating 시약인 ethidium bromide

(EtBr)사이의 결합반응에 제3성분인 curcumin의 첨가가

이 결합반응에 어떤 영향을 주는지를 살펴 보고자 하였다.

Ethidium bromide는 이중나선 DNA와 intercalation방식으로

결합하여 약리효과를 나타내는 항암제나 항생제와 같은

메카니즘으로 DNA와 결합하는 분자이다. 제3성분인 curcumin

은 천연생리활성 성분의 한 종류로서, 오래 전부터 아시

아인들이 즐기는 카레음식에 포함된 향신료인 강황(Curcuma
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aromatica)이나 약용으로 사용되고 있는 울금(Curcuma longa)

의 주성분으로 알려져 있다.13 

Curcumin은 인도와 중국 등에서 오래 전부터 항염증 및

항암효과 등의 다양한 약리효과를 나타낸다고 알려져 있

으며,13,14 다량을 복용하는 경우 DNA돌연변이 등의 부작

용이 일어날 수 있다는 연구결과도 발표되었다.15 Curcumin

과 DNA 사이의 결합반응에 관한 지금까지의 연구결과들을

살펴 보면 Nafisi등은 IR과 UV실험을 통해 curcumin이

DNA의 major groove뿐아니라 minor groove에도 결합한

다고 발표하였으며,14 Li 등은 UV와 fluorescence실험을

통해 curcumin이 DNA와 intercalation방식으로 결합한다고

주장하였고,16 Koonammackal등은 molecular dynamics simulation

과 binding free energy analysis에 근거해서 curcumin이 DNA의

minor groove에 결합한다고 주장하였다.17 그러나 Kurien

등은 다양한 전기영동실험 결과를 토대로 curcumin은

intercalation이나 어떤 다른 방법으로도 DNA와는 결합하

지 않는다고 주장했다.18 이와 같이 curcumin과 DNA 사이

의 결합반응에 관해서는 아직 논란의 여지가 많이 남아

있다. 이 연구에서는 curcumin과 DNA 사이의 결합반응을

규명하고자 하는 것이 아니라 이중나선 DNA와 결합하는

ethidium이온이 공존하는 curcumin에 의해 어떤 영향을

받는지를 알아 보고자 fluorescence anisotropy를 측정하였

으며, 보조 data로 fluorescence intensity도 함께 측정하였다.

연구에 사용된 ethidium bromide와 curcumin의 분자구

조는 Fig. 1과 같다.

형광비등방성과 형광세기의 비교

우리는 caffeine-DNA결합반응에 관련한 연구에서 형광

세기(fluorescence intensity)와 형광비등방성 data를 비교

한 실험 결과를 이미 발표하였다.11 결과에 의하면 점도가

매우 낮은 수용액에서 DNA의 염기쌍 사이로 ethidium 이

온이 층간삽입하면서 나타내는 결과의 해석을 위해서는

형광세기보다는 형광비등방성 측정치가 더 유용하였으

며, 이들 두 측정치를 함께 이용하면 더 명확하게 이해할 수

있음을 보고하였다.11 따라서 이 실험에서도 ① [DNA]/

[EtBr] = 0.1, ② [DNA]/[EtBr] = 10의 두 조건에서 curcumin

농도에 따른 ethidium ion의 형광비등방성과 형광세기의

변화를 함께 관찰하였다.

[DNA]/[EtBr] = 0.1 인 경우

DNA용액의 농도가 EtBr에 비해 상대적으로 낮은 경우

에는 ethidium ion들은 DNA phosphate group의 양이온과

결합하는 outside stacking과 intercalation, 그리고 용액에

monomer형태나 또는 dimer형태등으로 존재할 것으로 판

단된다. 이런 조건에서 curcumin을 다양한 농도로 첨가하

면서 curcumin에 의한 ethidium ion의 형광비등방성과 형

광세기의 상대적 변화(r/r0와 F/F0)를 구하여 Fig. 2에 표시

하였다. 

Fig. 2를 보면 이 조건에서 curcumin을 첨가함에 따라

ethidium의 형광세기는 감소하였으나 형광비등방성은

curcumin의 농도에 관계없이 거의 일정하게 초기값을 유

지하고 있음을 알 수 있었다. Ethidium의 형광비등방성이

curcumin의 첨가에 의해서도 거의 영향을 받지 않는다는

것은 curcumin이 DNA에 층간삽입되어 있는 ethidium ion

을 DNA로부터 거의 해리하지 못한다는 것으로 추측된다.

따라서 이 조건에서는 curcumin이 ethidium ion과 경쟁적

으로 DNA와 결합을 하지 않는다고 생각되었다. 그러나

형광세기는 첨가되는 curcumin의 양이 증가함에 따라 감

소하는 경향을 보이는데, 이는 DNA와 결합하고 있거나

용액 중에 존재하는 ethidium ion의 소광과정(quenching)

이 첨가되는 curcumin에 의해 영향을 받는다는 것을 알

수 있었다. 그렇다면 curcumin이 어떻게 ethidium ion의 소

광과정에 영향을 주는지를 알아보기 위해 다음과 같은

Stern-Volmer식에 따른 실험을 수행하여 Fig. 3에 그 결과를

표시하였다.10 

(F0 – F) / F = KSV [Q]

여기서 F0와 F는 소광제(quencher)가 가해지기 전과 가해

진 후의 형광세기를 의미하고, KSV는 Stern-Volmer 계수를,
Figure 1. Chemical structures of ethidium bromide (A) and cur-
cumin (B).

Figure 2. Relative change of fluorescence anisotropy (─) and
intensity (---) obtained from titrating a DNA-EtBr(0.1:1) com-
plex with curcumin. 
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[Q]는 소광제(quencher)의 농도를 나타낸다.

온도 변화에 따른 Stern-Volmer plot을 살펴 보면 온도가

18 ºC에서 30 ºC로 높아짐에 따라 KSV값이 감소함을 볼

수 있었다. 이로부터 주어진 조건에서는 ethidium ion의

형광소광(fluorescence quenching)이 정적 소광(static quenching)

과정임을 알 수 있었다. 따라서 이 조건에서는 용액에 남

아있는 많은 ethidium ion들이 가해진 curcumin과의 소수

성 상호작용으로 인한 쌓임(stacking)에 의해 소광(quenching)

이 부분적으로 촉진되어 형광세기가 감소하는 것으로 추

정하는 것이 적절할 것으로 판단되었다.

[DNA]/[EtBr] = 10인 경우

이 조건에서는 대부분의 ethidium ion이 DNA 염기쌍 사

이에 층간삽입 형태로 결합할 것으로 추측되었다. Curcumin

첨가로 인한 ethidium ion의 형광비등방성의 상대적 변화

(r/r0)와 형광세기의 상대적 변화(F/F0)를 Fig. 4에 표시하

였다.

대부분의 ethidium ion이 DNA에 층간삽입되어 있을 것

으로 판단되는 조건에서 curcumin이 가해지면 형광비등

방성에는 거의 변화가 없으나 형광세기는 약간 감소하였다.

형광비등방성의 값이 변화없이 유지되었다는 것은 curcumin

의 첨가에도 DNA에 층간삽입된 ethidium ion이 측정될

정도까지는 해리되지 않는다는 것을 의미한다. Fig. 4에서

나타난 형광세기의 감소는 정적 소광(static quenching)보

다는 동적 소광(dynamic quenching)효과가 조금 더 많이

작용하는 것으로 추정되었다(Fig. 5). 이는 온도 상승으로

인해 물 분자와 용액내의 curcumin 분자들의 운동성이 증

가되어 층간삽입한 ethidium ion 주위에 이들 분자들이 보다

가까이 접근하게 되어 소광이 촉진되었고 그 결과 ethidium

ion의 형광세기가 약간 감소한 것으로 생각되었다.

이 실험에서 구해진 형광비등방성과 형광세기의 결과를

종합하면 EtBr-DNA complex에 첨가되는 curcumin은 주

어진 실험조건에서 DNA에 층간삽입된 ethidium ion을 거의

Figure 3. The Stern-Volmer plots obtained from the measure-
ment of the fluorescence intensity with the EtBr-DNA (1:0.1)
complex at various concentrations of curcumin at 18 ºC and 30 ºC.

Figure 4. Relative change of fluorescence anisotropy (─) and
intensity (---) obtained from titrating a DNA-EtBr (10:1) com-
plex with curcumin. 

Figure 5. The Stern-Volmer plots obtained from the measurement
of the fluorescence intensity with the EtBr-DNA (1:10) complex
at various concentrations of curcumin at 18 ºC and 30 ºC.

Figure 6. Estimated effect of curcumin on the EtBr-DNA com-
plex when [DNA]/[EtBr] = 0.1.
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해리하지 못함을 보였다. 이 결과만으로는 curcumin이 DNA

의 groove에 결합하는지는 알 수 없지만 최소한 DNA에

ethidium ion과는 경쟁적으로 층간삽입하지 않는다고 보는

것이 합리적일 것으로 생각되었다. [EtBr]/[DNA]값이 크게

변하여도 curcumin 첨가에 따른 형광비등방성과 형광세기

의 변화가 거의 비슷하였으나 ethidium ion의 소광과정을

일으키는 작용은 [EtBr]/[DNA]의 값에 따라 다르다는 것을

관찰할 수 있었다. 이들 결과에 따르면 형광비등방성과 형

광세기의 측정결과를 함께 활용하면 결합반응에 관한 보

다 구체적인 정보를 구하는 것이 가능함을 알 수 있었다.

EXPERIMENTAL

실험에 사용된 DNA는 Sigma Aldrich㈜에서 정제된 Calf

thymus DNA를 구입하여 더 이상의 정제과정 없이 100 mM

sodium chloride가 포함되어 있는 20 mM sodium phosphate

완충용액(pH 7.0)에 녹여 사용하였다. 연구에서 사용한

DNA의 농도는 염기쌍 mole농도(650/mol of a base-pair)를

사용하였다. Ligand 분자로 사용한 ethidium bromide(EtBr)와

curcumin은 Sigma Aldrich㈜에서 구매하여 추가적인 정제

과정 없이 그대로 사용하였다. 

Fluorescence spectrofluorometer는 excitation과 emission

양쪽 모두에 편광 window(polarizer)가 장착되어 있으며

Peltier 온도조절장치(temperature controller)가 구비되어 있는

JASCO FP-8300을 사용하였다. 완충용액에 녹인 EtBr과

EtBr-DNA complex용액 중의 EtBr은 550 nm에서 excitation시

켜 600 nm에서 emission intensity를 측정하여 anisotropy와

intensity를 구하였으며, 측정 온도는 Peltier 온도조절장치를

이용하여 측정하는 동안 20 oC를 유지하였다. EtBr-DNA

complex를 curcumin용액으로 titration할 때는 [curcumin]/

[EtBr] 값을 0에서 6.67까지 점차적으로 변화시키면서 수

행하였다. Stern-Volmer plot은 18 oC 및 30 oC에서 위에 언

급한 것과 동일한 방법으로 emission intensity를 측정하고

상대적인 형광세기의 변화를 계산하여 준비하였다.

Acknowledgment. 이 연구는 충남대학교 학술연구비에

의해 지원되었음.
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