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Simultaneous current measurements in a 4 4’-bipyridine single 

molecular junctions1 
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Abstract 

We measured simultaneously the current for 4,4’-bipyridine single molecular junctions using a scanning tunneling 

microscope-based break-junction technique (STM-BJ). We also demonstrated the transmission curves of the single 

molecular junctions for high and low conductance geometries. We found that the conductance depends on the 

bonding geometries for the 4,4’-bipyridine single molecular junctions. 

 

Introduction 

 

The molecular energy alignment relative to the metal Fermi level (EF) is crucial for 

understanding the transport mechanism between molecules and metals in organic-based 

devices.[1-4] The electrical or thermal properties of single molecule attached to metal 

electrodes have been measured by elongation and breaking the metal-molecule junctions 

using mechanically break junction (MCBJ) and scanning tunneling microscope break-

junction (STM-BJ) techniques.[5-7] However, a quantitative determination of the energy 

level alignment (E = Eresonance - EF) during the molecular junction elongation is not easily 

accomplished.[7-11] 

Here, we investigated the E changes during molecular junction elongation by measuring 

multi-IV curves based on STM-BJ. The conductance trace for 1,2-bis(4-pyridyl)ethylene 

molecule which conduct through the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) has a 
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negative slope in the junction elongation, so it is divided into three regions, each having 

high, middle, and low conductance, respectively. We determined the energy level alignments 

in each region by multi-IV measurements with a temperature gradient. We found that the E 

of the molecular junction is getting close to the Au Fermi level with decreasing a 

conductance. These results provide the first quantitative E measurements in the molecular 

junction elongation and evolution. 

 

Experiments 

 

Figure 1. (a) 4,4’-bipyridine molecular junction formed with Au electrodes for high geometry. 

(b) 4,4’-bipyridine molecular junction formed with Au electrodes for low geometry. 

 

We used Au-film (100 nm) coated SiO2 substrate and freshly cut Au wire tip (Alfa-Aesar, 

99.9985% purity) as metal electrodes for conductance measurements based on a modified 

STM-BJ setup. A sharp Au tip is brought in and out of contact with a Au substrate which has 

1,2-bis(4-pyridyl)ethylene (Sigma-Aldrich, 99% purity) molecule deposited by thermal 

evaporation in ambient conditions. The Au metal point contact with a conductance of ~10 G0 

is created by moving the tip into the substrate, then tip is withdrawn from the substrate at a 

fixed speed of ~25 nm/s with an applied bias voltage, resulting in a conductance versus 
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displacement trace.[12-14]  

Figure 1(a) shows the molecular junction geometry for high conductance (red) and figure 

1(b) shows the molecular junction geometry for low conductance (blue). 

 

 

Figure 2. (a) Normalized conductance histogram for a 4,4’-bipyridine molecular junction. (b) 

Multi-IV curves with a molecular junction. 

 

Fig. 2(a) shows individual conductance histogram of 4,4’-bipyridine molecular junction 

measured with an applied bias voltage of ~50 mV. A clear plateau is seen between 10-3 G0 

and 10-4 G0 due to the formation of stable molecular junctions. The dashed black lines are 

linear fits to the molecular steps which have a negative slope during the junction elongation. 

To statistically analyze these slopes, the histogram was generated by using over 1,000 

consecutively traces without any data selection. Fig. 1(b) shows the normalized histogram of 

the conductance slope determined from the linear fits to the molecular step. The black dashed 

curve is the Gaussian fit to the histogram. We obtained the most probable slope is around -

1×10-3 G0 /nm from the Gaussian peak.  
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Figure 3. (a) single IV curve for high conductance geometry of a 4,4’-bipyridine molecular 

junction.  

(b) Transmission functions for the high (red) and low (blue) conductance 

geometries.  

 

Figure 3(a) shows the single IV trace of high geometry conductance molecular junction (red) 

and the dashed line is the fitting for the trace. Figure 3(b) shows the transmission curves for 

the high (red) and low (blue) conductance geometries for the 4,4’-bipyridine molecular 

junction. The zero bias conductance values are indicated by the black dashed line, which 

means that the red curve has the higher conductance value compared to the blue curve. 
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Figure 4. (a) IV curve for high geometry of 4,4’-bipyridine molecular junction. (b) IV curve 

for low geometry of 4,4’-bipyridine molecular junction. 

 

Figure 4(a) shows the IV traces in high conductance geometry. The most probable 

conductance value obtained from the Gaussian fits (black curves) is ~0.43 G0 for region “1” 

and ~0.28 G0 for region “2” and ~0.19 G0 for region “3”, which decrease during the junction 

elongation as shown in the inset. Figure 4(b) shows IV traces for the low conductance 

geometry. The blue curve is the fitting line for the histogram. 

 

Conclusion 

We have simultaneously measured current for the high and low conductance geometries for 

4,4’-bipyridine junctions using an IV based-method. We obtained the histograms and multi-

IV curves for high and low conductance of bipyridine which have a Lorentzian shaped 

transmission function. 
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느타리 버섯에서 분리한 Pseudomonas spp.의 생리화학적 특성 

분석1 

 

강희영, 김하늘, 장태용2 

 

ABSTRACT: The genus Pseudomonas, belonging to the phylum Gamma-proteobacteria, was described as gram-

staining-negative, rod shaped and motile. The memebers of the genus Pseudomonas have been isolated from various 
environments, including soil, plant, animal, water and air. In this study, 8 bacterial strains were isolated from 

Pleurotus ostreatus. The isolated strains were designated as HMF3872, HMF3877, HMF3881, HMF3880, 

HMF3885, HMF3892, HMF3893 and HMF3897, and identified by using 16S rRNA gene sequences. Phylogenetic 
tree based on 16S rRNA gene sequences showed that eight strains formed a lineage within the genus Pseudomonas 

(>99.7% sequence similarities). The isolated strains grew optimally at 30°C and pH7. The major fatty acids were C16, 

summed feature 3 (comprising C16:1 ω7c and/or C16:1 ω6c), C17:0 cyclo and summed feature 8 (comprising C18:1ω7c 
and/or C18:1ω6c). 7 strains (except HMF3885) were protease activity positive, and 6 strains (except HMF3880 and 

HMF3885) were esterase activity positive. This study suggests that these results can be used as basic information for 

understanding the genus Pseudomonas strains ability. 

 

 

서 론 

Pseudomonas 속은 Gamma-proteobacteria 목에 속하는 그룹으로 그람 음성, 

호기성 간균 형태이며 운동성 보이는 것이 특징이다. 지금까지 알려진 type 

species들은 231종 (http://www.bacterio.net/)이 존재하며 그 특성 또한 다양하다. 

Pseudomonas 속 세균들은 의학적 감염원이 되거나 식물 병원성, 식품 부패, 

그리고 생물학적 조절자 역할을 자연계 내에서 수행하고 있으며, 생태학적으로 

중요한 것으로 알려져 있다 (Ahn, 2015). Pseudomonas 속의 균주는 단순한 

영양소를 요구하며 다양한 탄소원을 가지고 생육이 가능하므로 토양, 식물, 동물, 

물 환경과 공기 중 등과 같은 다양한 자연환경에 널리 분포하고 있다 (Wang et al., 

2010; Uğur et al., 2012). 일부는 식물을 대상으로 병원성을 가지며, 몇몇 종은 

동물에서도 질병을 일으킨다. Pseudomonas 속의 균주들은 병원성 이외에 다양한 

효소를 연구하는 분야에서 이용되기도 한다. P. putida IH-2000은 유기용매인 
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cyclohexane과 xylene, toluene, heptanol이 존재해도 생존이 가능한 것으로 알려졌고, 

P. putida S12도 xylene 과 toluene, heptanol, dimethyl phthalate에 대하여 내성이 있는 

것으로 보고되었다. 그리고 유기용매 내성 세균은 유기용매 내성 효소를 

연구하는 과정에서도 Pseudomonas 속에 속하는 균주들이 발견되고 있다 (Joo, 

2015). 

오일로 오염된 토양으로부터 오일 분해 세균을 연구하는 과정에서 발견된 P. 

simiae G1-10와 P. taiwanensis Y1-4, P. koreensis Gwa2는 total petroleum hydrocarbon 

(TPH)에 대한 높은 분해능을 보이는 것으로 보고되었다 (Pham et al., 2014). 

토양에서 분리된 세군 중에서 형광성 Pseudomonas의 일부는 antibiotics와 

biosurfactant 기능을 하는 Cyclic lipopeptides (CLP)를 생산하는 것으로 알려져 있다. 

CLP 화합물의 종류 및 그 특성에 대한 연구를 통해서 Pseudomonas 균주가 

생산하는 CLP의 종류와 기능이 세 가지의 biotype에 속하는 것으로 나타났다 

(Nielsen et al., 2002). 

이외에도 Pseudomonas 균주를 이용한 연구는 식량자원 중 하나인 버섯에서도 

이루어지고 있다. Pseudomonas 속의 다양한 균주는 버섯이 성장에 중요한 역할을 

담당하고 있으며, 그 중에서도 P. putida와 P. tolaasii는 mycelium colonization을 

가능하게 한다고 보고되었다. 느타리 버섯에 발병하는 다양한 세균성 질병은 

주로 병원성을 가지는 형광성 Pseudomonas 균에 의해 일어나며, 그 중에서, 가장 

심각한 질병인 세균성 갈색무늬병은 P. tolaasii와 P. reactans 이외에도 다양한 

Pseudomonas 균에 의해 일어난다고 보고되고 있다 (Mohammad and Sabaa, 2015; Mu 

et al., 2015). 갈색 무늬병은 1915년 Tolaas에 의하여 처음으로 보고되었으며, 

느타리 버섯 외에도 양송이, 표고 버섯 등에서도 발병된다. 한편에선 

Pseudomonas 균주를 이용해 버섯에 나타나는 갈색 무늬병을 방제하거나, 버섯의 

성장을 촉진하는 미생물의 연구가 진행되고 있다 (Lee et al., 2014a; Lee et al., 

2014b; Zaenejad et al., 2012). 이처럼 Pseudomonas 균주를 이용한 연구가 활발히 

진행중이며 그 활용도 또한 높을 것으로 기대된다. 

본 연구에서는 느타리 버섯에서 분리한 Pseudomonas 속에 속하는 균주 8종을 
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대상으로 이들의 계통발생학적 관계를 분석하고, 생리학적 특성 및 여러 

고분자물질의 분해능을 검정하였다. 

 

 

재료 및 방법 

 

1. 균주 분리 

 느타리 버섯을 0.5% NaCl 용액에 넣고 3분간 vortex 하였다. 이 후 100부터 

104까지 순차적 희석방법을 이용하여 Tryptic soy agar (TSA; Difco)에 도말한 후 

30℃에서 배양하여 균주를 순수 분리하였다. 

 

2. 분리된 균주의 16S rRNA 염기서열 및 계통 분석 

 분리한 균주는 TSA에서 2일간 30℃로 배양한 후 자란 colony를 이용하여 16S 

rRNA 증폭을 위한 colony PCR을 수행하였다. 균주의 염기서열은 EzTaxon-e server 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net; Kim et al., 2012)에 따라 종명을 동정하였고, GenBank 

(http://ncbi.nlm.nih.gov)의 database에서 염기서열을 확인하였다. 기존에 알려진 

균주들과 분리된 균주의 계통발생학적 상관관계를 파악하기 위해 MEGA version 6 

program을 통하여 정렬하였고 (Tamura et al., 2013), neighbor-joining method (Saitou 

and Nei, 1987)를 사용하여 계통도를 작성하였다. 

 

3. 형태 및 생리화학적 특성 

 균주의 형태적 특징을 알아보기 위하여 Gram staining을 수행하였다 (Hucker, 

1921). 분리된 균주의 최적의 생장 환경을 알아보기 위하여 온도, pH, 염분농도의 

조건을 조절하여 균주의 생육 정도를 조사하였다. 온도는 4℃, 10℃, 15℃, 20℃, 

25℃, 30℃, 37℃, 42℃로 각각 달리하여 배양하였고, pH는 배양액의 pH4-pH10까지 

pH1씩 차이를 두고 배양하였다. 또한, 염분 농도는 0-2% 에서는 0.5% 간격으로, 

2-5% 까지는 1% 간격으로 차이를 두고 NaCl을 배양액에 첨가하여 생장 여부를 
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조사하였다.  균주의 생리화학적 특징을 알아보기 위하여 API 20E를 사용하였다. 

Catalase와 oxidase 활성을 측정하는 실험을 진행하였다 (MacFaddin, 1980). Urease 

활성을 확인하기 위해 urea와 phenol red가 첨가된 agar 배지를 사용하였다 

(Christensen, 1946). 배지에 균을 접종하고 30℃ 2일간 배양하여 균체 주변이 붉게 

변하는 것으로 urease 활성 여부를 확인하였다. 형광성 색소(Fluorescent pigment)를 

포함하고 있는지 확인하기 위하여, UV을 조사하여 관찰하였다. 

 

4. 고분자 물질 분해 효소 활성 시험 

Pseudomonas 균들의 고분자 분해능을 알아보기위해서 다음과 같은 다양한 

배지를 이용하였다. 

 단백질 (protein) 분해 능력 검정은 Skim milk agar 배지를 사용하였다. TSA를 

기본배지로 하여 Skim milk를 3% 첨가하여 고압 멸균한 후 페트리디쉬에 

분주하여 사용하였다 (Alnahdi, 2012). 배지에 균을 접종하고 30℃에서 2일 배양한 

후 투명환의 생성 여부를 확인하였다. 

전분(starch) 분해 능력 검정은 TSA를 기본배지로 하여 soluble starch를 1% 

첨가해 배지를 만들었다. 배지에 균을 접종하고 30℃에서 2일 배양한 후 Lugol’s 

iodine을 부은 다음 색의 변화를 관찰하였다. Starch가 존재하는 부분은 진한 

청색으로 변하고 starch 분해능이 있는 균체 주변은 투명환이 나타나는 것으로 

amylase 효소 활성을 조사하였다. 

지질 분해 가능성을 알아보기 위해 Tween 80을 1% 첨가하여 배지를 만들고, 

접종 후 배양하여 균체 주변이 뿌옇게 변하는 것으로 esterase의 활성 여부를 

확인하였다. 

셀룰로스(Cellulose) 분해 능력을 검정하기 위하여 CMC (carboxymethyl cellulose) 

agar 배지를 제조하였다 (Ariffin et al., 2006; Sazci et al., 1986). 만든 CMC agar 

배지에 균주를 접종하여 30℃에서 5일간 배양하였으며 상온에서 0.1% Congo 

red로 20분간 충분히 염색한 후 1M NaCl 용액으로 15분간 세척하였다. 

셀룰로스가 분해된 균의 주변에 형성된 투명환을 확인하였다. 
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키틴 (chitin)의 분해 능력을 검정하기 위해서 Chitin agar 배지를 사용하였다. 

Chitin agar 배지는 1L를 기준으로 Yeast extract 0.2 g, colloidal chitin 2 g, agar 20 g, 

(NH4)2SO4 3 g을 첨가하여 pH 7로 조정하고 고압 멸균한 후 페트리디쉬에 

분주하여 사용하였다. Colloidal chitin은 Tanaka et al. (1999)과 Sandhya et al. (2004)이 

제시한 방법을 따라 제조하였다. 만들어진 Chitin agar 배지에 균을 접종하여 

30℃에서 5일간 배양하였으며, 주변에 생성되는 투명환을 확인하였다. 

 

5. 항생제 감수성 시험 

분리된 세균에 대한 항생제 감수성 조사는 Bauer-Kirby 디스크 확산법에 준하여 

실시하였다 (Bauer et al., 1966). 분리균을 TSA plate에 도말한 후 각각의 항생제가 

함유된 디스크를 올려놓고 30℃에서 24시간 배양한 후 억제대의 직경을 

측정하였다. 감수성 시험에 사용된 항생제 디스크(μg/disc, Liofilchem)는 ampicillin 

(10), chloramphenicol (30), erythromycin (15), gentamycin (10), kanamycin (30), penicillin 

G (10 IU), rifampicin (30), streptomycin (10), tetracycline (30), vancomycin (30) 총 

10가지를 사용하였다. 

 

6. 균체 지방산 조성 분석 

 분리된 균주의 지방산을 분석하기 위해서 tryptic soy agar (TSA)에서 배양하였다. 

먼저 비누화, 메틸화 및 추출한 후 MIDI/Hulett Packard Microbial Identification 

System을 이용하여 분석하였다 (Sasser, 1990). Sherlock software를 이용하여 분석된 

chromatogram과 data를 정성 및 정량 분석하고, 이를 library와 대조하여 지방산을 

명명하였다.  
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결과 및 토의 

 

느타리 버섯시료에서 균주를 분리한 후 16S rRNA 염기서열에 기초하여 동정한 

결과 8종의 균주가 Pseudomonas 속에 속하는 것으로 나타났다. 동정에 사용한 염

기서열의 길이는 1469-1478bp로 충분한 길이의 염기서열이 분석에 사용되었다. 

HMF3872 균주는 P. simiae OLiT와 99.9%의 유사도를 보였고, HMF3877과 HMF3881

은 P. azotoformans IAM 1603T과 99.7%의 유사도를 나타내었다. HMF3880은 P. 

costantinii CFBP 5705T와 99.7%, HMF3885은 P. putida NBRC 14164T와 99.9%, 

HMF3892, HMF3893, HMF3897은 P. yamanorum 8H1T과 99.9%의 유사도를 가졌다. 

16S rRNA 염기서열을 기초로 계통도를 작성하여 분리된 균주들과 기존에 

Pseudomonas 속으로 보고된 type strain들과의 상관관계를 분석하였다 (Fig 1). 

HMF3885는 16S rRNA 유전자 염기서열이 유사한 P. putida NBRC 14164T와 계통발

생학적 연관성이 높게 나타났고, HMF3877과 HMF3881은 P. azotoformans IAM 

1603T, 그리고 HMF3892, HMF3893, HMF3897은 P. yamanorum 8H1T과 각각 높은 연

관성이 나타났다. 반면, HMF3880과 HMF3872는 염기서열이 가장 가까운 type 

strain이 아닌 P. lurida DSM 15835T, P. extremorienalis KMM 3447T과 각각 연관성이 

높은 것으로 나타났다. 

분리된 8종의 균주에서 그람 음성의 간균 형태를 확인하였고, 생리학적 특성을 

비교하였다(Table 1). 형광성은 HMF3872와 HMF3850에서만 UV에 반응해 형광을 

띄었다. HMF3885의 생장온도는 10℃-37℃로 확인되었고 HMF3892는 4℃-37℃로 

나타났다. 이 두 균주를 제외한 6종의 균주에서는 4℃-30℃로 확인되었으며, 최적 

온도는 8종 모두 30℃임을 보였다. pH는 HMF3872만 pH7-pH8에서 생장하고, 다

른 7종의 균주는 pH7-pH9에서 생장하는 것으로 나타났다. 염분농도에 따른 생장

은 모든 균주가 0%-3%에서 생장하였다. API 20E를 이용한 결과는 arginine 

dihydrolase와 citrate utilization은 공통적으로 positive임을 확인하였고, β-glactosidase, 

lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, H2S production, urease, tryptophane 

deaminase, indole production, acetoin protein, D-mannitol, inositol, D-sorbitol, D-sucrose, 
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D-melibiose, amygdalin, L-arabinose는 공통적으로 negative결과를 나타냈다. 그 외의 

nitrate reduction, gelatinase, D-glucose, L-rhamnose의 결과는 차이를 보였다. Gelatinase

는 HMF3885에서 negative 결과를 보였지만 HMF3885를 제외한 7종의 균에서 

positive를 나타내고, D-glucose는 HMF3872와 HMF3885, HMF3892에서 positive 결

과를 띄었다. 다른 5종은 negative를 보였다. L-rhamnose는 HMF3893만 이용하는 

것으로 나타났다. nitrate reduction은 HMF3872, HMF3877, HMF3881에서 postive를 

나타내며, 다른 5종에선 negative 결과를 보였다. Oxidase와 catalase 시험에서는 모

두 공통으로 positive 결과를 나타내었다. Urea를 이용하는지를 확인한 결과 

HMF3885와 HMF3892 균주만 urea를 이용하는 것으로 나타났고, CM-cellulose와 

chitin, starch가 함유된 배지를 이용하여 그 분해능을 시험한 결과 분리된 8종의 

균주에서 모두 분해하지 못 함으로서 cellulase와 chitinase, amylase의 활성이 없음

을 확인하였다. 반면, HMF3885를 제외한 7종의 균주는 casein을 분해하여 투명환

을 나타면서 casein을 분해하는 효소가 있음이 확인되었고, HMF3880과 HMF3885

는 Tween80을 사용하지 않았지만, 다른 6종은 esterase를 가지고 있는 것으로 확

인 되었다. 항생제 감수성을 확인한 결과 ampicillin, chloramphenicol, erythromycin, 

penicillin G, rifampicin, streptomycin, vancomycin에서 분리균 8종 모두 내성을 가졌다. 

Gentamicin은 HMF3877, HMF3881, HMF3885, HMF3893, HMF3897이 내성을 가졌지

만 다른 3종의 균주에서는 감수성을 가졌다. Kanamycin의 경우, HMF3872, 

HMF3877, HMF3880, HMF3881, HMF3893, HMF3897에서 내성이 나타났고, 다른 2

종인 HMF3885, HMF3892만 감수성을 보였다. Tetracyclin은 HMF3872, HMF3877, 

HMF3885, HMF3892, HMF3893, HMF3897에서 내성을 나타내고, HMF3877과 

HMF3880에서 감수성을 확인했다.   

 주요 지방산은 분리된 8종 모두 C16:0, C17:0 cyclo, summed feature 3 (comprising C16:1 

ω7c and/or C16:1 ω6c), summed feature 8 (comprising C18:1 ω7c and/or C18:1 ω6c)이 존재하

였다 (Table 2). 

본 연구에 사용된 8종의 균주는 형태와 생리학적 특성 및 지방산 조성은 대체

적으로 유사하지만, 몇몇의 결과에서는 차이를 보였다. 특히 P. putida HMF3885는 
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다른 7종의 균주들과 계통발생학적으로 먼 것으로 확인되었고, 4℃에서는 자라지 

않으며, 37℃에서 생장하는 특성을 보였다. 또한 casein을 분해하지 못하고, 

gelatinase 활성이 나타나지 않으면서 다른 7종과 두드러진 차이점을 보였다. 

HMF3885와 계통발생학적으로 가까운 P. putida는 식물뿌리에서 식물의 성장을 촉

진시키거나 병해를 방제하는 토양 미생물로 보고되었다(Glick et al., 1997; Roca et 

al., 2013). 또한, 버섯의 성장을 촉진시키는 잠재력을 가지고 있는 것으로 발표되

었다(Cho et al., 2003; Zarenejad et al., 2012). 따라서, HMF3885와 식물, 버섯과의 상호

작용을 규명하기 위한 추가적인 연구가 필요하다. 본 연구를 통해서 계통발생학

적, 생리학적 특성을 확인하였고, 추가적인 연구를 통해서 유용하게 사용될 수 

있을 것으로 기대된다. 
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Table 1. Differential characteristics of Pseudomonas spp. isolated from mushroom. 

 Strains: 1, HMF3885; 2, HMF3880; 3, HMF3872; 4, HMF3877; 5, HMF3881; 6, 

HMF3892; 7, HMF3893; 8, HMF3897. All data fromin this study under the same 

experimental conditions. +, Positive; -, negative; R, resistant; S, susceptible. 

 

Characteristics 1 2 3 4 5 6 7 8 

Growth at 4°C - + + + + + + + 

Growth at 37°C + - - - - + - - 

Growth with pH9 + + - + + + + + 

Fluorescent + - + - - - - - 

Hydrolysis of         

Casein - + + + + + + + 

Tween 80 - - + + + + + + 

Urea + - - - - + - - 

API 20E results         

Gelatin liquefaction - + + + + + + + 

Nitrate reduction - - + + + - - - 

D-glucose + - + - - + - - 

L-rhamnose - - - - - - + - 

Antibiotics         

Gentamicin (10 μg) R S S R R S R R 

Kanamycin (30 μg) S R R R R S R R 

Tetracycline (30 μg) R S R R S R R R 
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Table 2. Cellular fatty acid composition (%) of Pseudomonas spp. isolated from mushroom. 

 Strains: 1, HMF3885; 2, HMF3880; 3, HMF3872; 4, HMF3877; 5, HMF3881; 6, 

HMF3892; 7, HMF3893; 8, HMF3897. Data were obtained in this study under the same 

experimental conditions. Only fatty acids amounting to at least 0.5 % of the total cellular 

fatty acids of at least one of the strains are shown. tr, Trace(<0.5 %). 

 

Fatty acid 1 2 3 4 5 6 7 8 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    5.3 4.1 3.4 4.8 4.4 3.4 3.3 3.6 

C12:0 2.8 5.3 2.7 4.2 5.1 5.0 3.3 4.1 

C12:0 2-OH 7.6 4.6 5.2 7.5 5.8 4.2 5.1 4.7 

C12:0 3-OH 5.3 5.4 4.9 6.6 5.9 5.1 4.8 5.1 

C14:0 0.6 tr 0.5 tr tr 0.6 0.5 0.6 

C16:0 24.6 27.8 29.3 23.6 24.1 28.6 28.6 28.1 

C17:0 cyclo 18.3 12.0 17.4 14.0 11.0 12.2 16.0 11.9 

C18:0 tr tr 0.5 0.6 tr tr 0.5 tr 

C19:0 cyclo ω8c 0.5 0.8 0.9 tr tr 0.6 1.0 0.6 

Summed feature 3* 20.4 28.4 22.2 25.3 30.8 27.9 24.9 28.9 

Summed feature 8 12.0 9.5 10.8 10.5 10.3 10.8 10.6 10.6 

 

* Summed feature represents two or three fatty acids that cannot be separated by the 

Microbial Identification System. Summed feature 3 comprised C16:1ω7c and/or C16:1ω6c. 

Summed feature 8 comprised C18:1ω7c and/or C18:1ω6c. 
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Fig. 1. Neighbour-joining phylogenetic tree. Phylogenetic position of isolated Pseudomonas 

spp. within the genus Pseudomonas based on 16S rRNA gene sequences. (a), strain 

HMF3885; (b), strains HMF3880 and HMF3872; (c), strains HMF3877, HMF3881, 

HMF3892, HMF3893 and HMF3897. Thiopseudomonas denitrificans X2T (KJ567598) was 

used as outgroup. Bars, (a), 0.001; (b), 0.0005; (c), 0.0005 substitutions per nucleotide 

position. 
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Escherichia coli 에서 Deoxycytidine 생합성 유전자들의 도입에 

의한 Deoxycytidine 생산성 향상 1 

 

박은혜, 현형환2 

 

요 약 

선선행행  연연구구에에서서  제제작작한한  tthhyymmiiddiinnee  aauuxxoottrroopphh  생생산산  균균주주들들은은  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 을을  생생성성하하는는  쪽쪽으으로로  

합합성성경경로로를를  우우회회시시키키기기는는  하하였였으으나나,,  그그에에  비비해해  생생산산성성이이  높높지지는는  않않았았다다..  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생합합성성을을  

증증가가시시키키기기  위위해해서서는는  UUMMPP 에에서서  ddCCDDPP 까까지지  유유입입되되는는  길길목목의의  효효소소를를  과과발발현현  하하여여  유유입입량량을을  늘늘리리고고,,  

그그와와  동동시시에에  생생성성된된  ddCCDDPP 에에서서  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 으으로로  전전환환되되도도록록  관관련련  효효소소를를  증증폭폭시시킬킬  필필요요가가  있있었었고고  

이이를를  위위한한  vveeccttoorr 를를  제제작작하하였였다다..  vveeccttoorr 를를  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT  균균주주에에  형형질질도도입입시시켜켜((BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22))  

ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산량량을을  확확인인한한  결결과과  소소폭폭  증증가가가가  확확인인되되었었다다..  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22  균균주주의의  

ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산성성을을  77--LL  발발효효조조에에서서  확확인인하하기기  위위해해  회회분분식식  배배양양을을  수수행행하하였였고고,,  5522 시시간간  최최종종  

발발효효액액  중중  균균체체  농농도도((OODD660000))는는  2233..88,,  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  농농도도는는  447777  mmgg//LL 였였다다..   

 

서 론 

Deoxycytidine 은 2-deoxyribose 와 cytosine 염기로 구성되어 있는 pyrimidine 

deoxyribonucleoside 로, 같은계열의 pyrimidine deoxyribonucleoside 인 deoxythymidine 

(이하 thymidine), deoxyuridine 과 함께 다양한 항바이러스 치료제를 합성하기 위한 

전구 물질로서 산업적 유용가치가 매우 높다(11). 특히 AIDS 와 같은 바이러스 

질환이 확산되면서 역전사 저해효과를 가진 항바이러스 치료제들이 속속 

개발되어 thymidine 과 deoxycytidine 의 응용범위가 확대되었다. Pyrimidine 핵산의 

경우 생물학적 방법 개발 이전에는 무수포도당으로부터 다단계로 합성되는 

화학반응을 이용해 생산하는 화학합성법이 먼저 연구되었으며, 현재까지도 

thymidine 과 cytidine 을 공급하는 주된 방법이다. 그 중 thymidine 은 2000 년대에 

                         
1 이 논문은 2016학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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이르러 가장 먼저 경제성 있는 생물학적 방법이 개발되어 E. coli 에 의한 

대량생산이 보고되어 있다(6). 그러나 deoxycytidine 의 생산은 여전히 고비용, 

저효율의 화학합성법에 의존하고 있기 때문에 이를 대체하기 위해 미생물을 

이용한 발효공정 개발 연구가 필요하다. 

deoxycytidine 의 미생물발효 생산에 대해서는 Corynebacterium 에서 pyrimidine 

analog-resistant 를 이용하여 226.3mg/L 의 생산이 확인된 연구결과가 보고된 바 

있으나(12) 그 외에는 많지 않다. 일반적으로 E. coli 에서 pyrimidine 

(deoxy)ribonucleotide 의 합성은 carbamoyl-phosphate(이하 carbamoyl-P)와 aspartate 를 

전구체로 하여 UMP 로 유입되는 de novo pathway 와 이미 만들어진 nucleotide 와 

nucleoside 를 활용하는 salvage pathway 를 통해 이루어진다(5, 6). 

Pyrimidine nucleotide 를 합성하기 위한 de novo pathway 는 Fig. 1 에서 나타난 

것처럼 생합성의 첫 단계에 해당하는 carbamoyl-P 의 합성으로부터 orotic acid, 

OMP 를 거처 UMP 를 합성하게 된다. 이후 추가적인 인산화과정을 통해 UDP 와 

UTP 로 연속적으로 전환되며 pyrG 에 의해 deamination 되어 CTP 가 된다. CTP 

에서 phosphate 가 떨어지며 CDP 가 된 후 nrdAB 에 의해 환원되어 dcdP 가 

생성되며, dcdP 는 다시 인산화되어 dCTP 가 된다. 생성된 dCTP 는 dcd 에 의해 

deamination 되어 dUTP 가 되고 deoxyribonucleotide triphosphatase(dut)에 의해 

diphosphate 가 떨어지면서 dTTP 합성을 위한 전구체인 dUMP 가 생성되는데 이 

경로는 dUMP 가 생성되는 주요한 경로로 약 75%를 차지하며, 나머지 25%는 

UDP 에서 nrdAB 에 의해 환원되어 곧바로 dUDP 가 된 후 dUTP 로 인산화된 후 

dut 에 의해 dUMP 로 전환되는 경로를 거쳐 생성되는 것으로 알려져 있다(3, 4, 5, 

6). 
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Figure 1. Pyrimidine metabolism. pyrA : carbamoylphosphate synthase, pyrBI : aspartate-

carbamoyl transferase, pyrC : dihydroorotase, pyrD : dihydroorotase hydrolase, pyrE : 

orotate phosphoribosyltransferase, pyrF : OMP decarboxylase, pyrG : CTP synthetase, 

pyrH : UMP kinase, cmk : cytidine monophosphate kinase , ndk : nucleoside diphosphate 

kinase, dcd : dCTP deaminase, nrdAB : ribonucleoside diphosphate reductase, dcd : cytidine 

deaminase, dut : deoxyribonucleotide triphosphatase, yfbR : 5’-nucloetidase, thyA : 

thymidylate synthase, deoA : thymidine phosphorylase, deoD :purine nucleoside 

phosphorylase, purR purine operon repressor, pepA: pyrA repressor (aminopeptidaseA), 

argR: arg operon repressor 

이러한 경로들을 통해 합성된 dUMP 는 thyA 에 의해 dTMP 로 전환되고, 이후 

인산화를 통해 dTTP 를 생성하게 되며, 이러한 일련의 과정을 거쳐 DNA 와 

RNA 를 구성하는 pyrimidine nucleotide 인 UTP, CTP, dCTP, dTTP 의 합성이 

이루어진다. De novo pathway 와는 다르게 salvage pathway 는 udp, tdk, deoA 

유전자로부터 발현되는 효소들이 작용하며, 외부에서 흡수하거나 분해를 통해 

공급된 nucleobase 에 5 탄당인 ribose 와 phosphate 를 결합시켜 nucleotide 를 
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생성하기도 한다(1, 6). 이를 통해 세포는 합성에 필요한 핵산을 과도한 에너지를 

이용하여 신생합성하기 보다는 외부에서 유입되거나 repair 기작 등을 통해 

공급된 핵산을 적극적으로 활용할 수 있다. Deoxycytidine 의 미생물 합성을 

위해서 유사한 pyrimidine 계 핵산인 thymidine 생산균주의 접근방법에 대해 

주목할 필요가 있다. Thymidine 의 경우 Corynebacterium 속의 다양한 종에서의 

연구가 진행되어 왔고(8), 최근에는 가장 좋은 생산량을 보이는 생산균주로 E. 

coli 를 이용한 연구가 보고되었다(2, 6, 7). E. coli 에서의 thymidine 생산을 위한 

전략을 살펴보면 dTTP 합성을 위한 de novo/salvage pathway 에서 thymidine 을 

생성하기 위한 경로로 분기되는 지점 또는 분해시키는 시점에 놓여 있는 일부 

효소들을 조작하여 thymidine 생성경로로 우회하도록 하는 전략을 사용하였다(6). 

또한 pyrimidine 핵산의 조절에 관여하는 repressor protein 을 제거하여 효과적인 

thymidine 생산증진이 확인되기도 하였다. 이러한 연구에서 조작한 효소들과 조절 

인자들은 유사한 pyrimidine 핵산인 deoxycytidine 생산경로에서도 공통으로 

작용함을 알 수 있었다(2).  

선선행행  연연구구에에서서  제제작작한한  tthhyymmiiddiinnee  aauuxxoottrroopphh  생생산산  균균주주들들은은  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 을을  

생생성성하하는는  쪽쪽으으로로  합합성성경경로로를를  우우회회시시키키기기는는  하하였였으으나나,,  그그에에  비비해해  생생산산성성이이  높높지지는는  

않않았았다다((1133))..  따라서 본 연구에서는 deoxycytidine 생합성에 관여하는 유전자들을 

도입하여 deoxycytidine 생산성을 향상시키는 연구를 수행하였다. 

  

  

  

  

  

  

  

  



Escherichia coli에서 Deoxycytidine 생합성 유전자들의 도입에 의한 Deoxycytidine 생산성 향상  

 

재재료료  및및  방방법법 

11..  사사용용  균균주주  및및  ppllaassmmiidd 

본본  논논문문에에  이이용용한한  EE..  ccoollii  ssttrraaiinnss 과과  ppllaassmmiidd 는는  TTaabbllee  11 과과  TTaabbllee  22 에에  정정리리하하였였다다.. 

모모  균균주주로로  사사용용한한  BBLLdduu 는는  tthhyymmiiddiinnee  균균주주  개개발발연연구구에에서서  보보고고된된  tthhyymmiiddiinnee  생생산산  

균균주주  BBLLddttuu 에에  ttddkk  ((tthhyymmiiddiinnee  kkiinnaassee))  유유전전자자를를  복복원원하하여여  만만든든  ssttrraaiinn 이이며며((66)),,  이이후후  

추추가가적적인인  ggeennee  ddiissrruuppttiioonn 과과  외외래래  단단백백질질의의발발현현에에  사사용용하하였였다다.. 

EE..  ccoollii  XXLL--11  bblluuee  ((SSttrraattaaggeennee,,  LLaa  JJoollllaa,,  CCAA))는는  발발현현  벡벡터터제제작작을을  위위한한  cclloonniinngg  hhoosstt 로로  

사사용용하하였였으으며며,,  LLBB  ((LLuurriiaa  BBeerrttaannii))  mmeeddiiuumm  ((55gg//LL  yyeeaasstt,,  1100gg//LL  BBaaccttoo  ttrryyppttoonnee,,  1100gg//LL  

NNaaCCll))에에서서  필필요요에에  따따라라  항항생생제제와와  tthhyymmiiddiinnee 을을  첨첨가가하하여여  배배양양하하였였다다..  EE..  ccoollii  

eexxpprreessssiioonn  vveeccttoorr 는는  aammppiicciilllliinn  저저항항성성  유유전전자자를를  가가진진  ppEETTDDuueett((NNoovvaaggeenn,,  MMaaddiissoonn,,  

WWII))  vveeccttoorr 를를  사사용용하하였였다다.. 

Table 1. Strains of E. coli 

Strains Description Reference 

XXLL11--BBlluuee rreeccAA11  eennddAA11  ggyyrrAA9966  tthhii--11  hhssddRR1177 

ssuuppEE4444  rreellAA11  llaacc  [[FF’’  pprrooAABB  llaaccII  qqZZΔΔ 

MM1155  TTnn1100  ((TTeettrr))]] 

SSttrraattaaggeennee 

BLdu BBLL2211  ΔΔddeeooAA  ΔΔuuddpp TThhiiss  ssttuuddyy 

BLdudcT BL21 ΔdeoA Δudp Δdcd Δccd ΔthyA This study 

BLdudcT-2 BBLLdduuddccTT  hhaarrbboorriinngg  ppEETTDD::::  PPggCCpp This study 

BLdudcRPAT BL21 ΔdeoA Δudp Δdcd Δccd ΔpurR ΔpepA 

ΔargR ΔthyA 

This study 

BBLLdduuddccRRPPAATT--22 BBLLdduuddccRRPPAATT  hhaarrbboorriinngg 

ppEETTDD::::  PPggCCpp 

This study 

BLdudcRPADAT BL21 ΔdeoA Δudp Δdcd Δdcd ΔpurR ΔpepA 

ΔargR ΔdeoD ΔcodA ΔthyA 

This study 

BLdudcRPADAT-2 BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 

hhaarrbboorriinngg  ppEETTDD::::  PPggCCpp 

This study 

BLdudcRPADAT-4 BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 

hhaarrbboorriinngg  ppEETTDD::::  CCppNNrr 

This study 
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Table 2. Plasmids 

Plasmids Description Reference 

pETDuet ColE1 replicon, bla Novagen 

ppEETTDD::::PPggCCpp  ppEETTDDuueett  ppyyrrGG  yyffbbRR  ooppeerroonn 

eexxpprreessssiioonn  uunnddeerr  ttaacc  pprroommootteerr,, 

bbllaa 

This study 

ppEETTDD::::CCppNNrr ppEETTDDuueett  yyffbbRR  TT44nnrrddCCAABB 

ooppeerroonn  eexxpprreessssiioonn  uunnddeerr  ttaacc 

pprroommootteerr,,  bbllaa 

This study 

 

2. PCR fragment 제작 

PCR 반응액은 20μl 에 1U thermostable DNA polymerase (Roche Molecular Biomedicals, 

Basel, Switzerland), 20mM Tris(pH8.4), 1.5mM MgCl2, 1μM gene disruption primers, 

0.2mM deoxynucleoside triphosphates, 0.5μg/ml pKD3 를 혼합하여 만들고, 반응 

조건은 94℃ (5min), [94℃(1min), 60℃(1min), 72℃(1min 30sec)] 30 cycle, 

72℃(2min)으로 수행하였다. PCR fragment 는 DpnI 을 처리하여 template 로 사용한 

plasmid 를 제거한 후 에탄올 침전으로 농축하였다. 

  

33..  발발현현  vveeccttoorr  제제작작 

33..11  ppEETT::::PPggCCpp 

각각  말말단단이이  NNccooII,,  SSaallII 으으로로  ffllaannkkiinngg 된된  ppyyrrGG  pprriimmeerr 를를  이이용용하하여여  BBLL2211 으으로로부부터터  

PPCCRR 한한  ppyyrrGG  유유전전자자는는  ppEETT  vveeccttoorr  의의  NNccooII,,  SSaallII  ssiittee 에에  lliiggaattiioonn 하하였였다다..  YYffbbRR  

유유전전자자는는  양양  말말단단에에  각각각각  NNddeeII,,  XXhhooII 이이  추추가가된된  pprriimmeerr 를를  이이용용하하여여  BBLL2211 으으로로부부터터  

PPCCRR  한한  후후  NNddeeII,,  XXhhooII  으으로로  잘잘라라  lliiggaattiioonn  하하였였다다.. 

각각  pprriimmeerr 의의  서서열열은은  TTaabbllee  33 와와  같같다다.. 
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TTaabbllee  33..  PPrriimmeerr  sseeqquueennccee  ffoorr  eexxpprreessssiioonn  vveeccttoorr  ccoonnssttrruuccttiioonn.. 

Primer SSeeqquueennccee  ((55’’→→33’’)) 

ppyyrrGG  FF--NNccooII ggggccccaattggggggggaaccaaaaccggaaaaccttaattaattttttttttgg 

ppyyrrGG  RR--SSaallII ggggggttccggaaccttttaaccttttccggccccttggaaccggttttttcc 

yyffbbRR  FF--NNddeeII ggggccaattaattggaaaaaaccaaggaaggccccaattttttttttttttggcc 

yyffbbRR  RR--XXhhooII ggggccttccggaaggttttaaccaaggccggggttggaaaattccccttgggg  

RRBBSSTT44nnrrddCC  FF--SSaallII ggggggttccggaaccaaaaggggaaggaattaattaaccccaattggttttttaaaaaaggttaattaattggggttttaattggaattaaggcc 

TT44  nnrrddAA  RR--SSaallII ggggggttccggaaccttttaaccaaaattttttaaccaaccggccttggccaaccaaaattcc 

**  UUnnddeerrlliinneedd  sseeqquueenncceess  aarree  rreessttrriiccttiioonn  eennzzyymmee  ssiittee  sseeqquueennccee.. 

  

33..22  ppEETT::::CCppNNrr 

IInnttrroonn 이이  제제거거된된  TT44  nnrrddBB((66))는는  PPCCRR 하하여여  ppEETT::::CCpp  vveeccttoorr 의의  NNccooII,,  SSaallII  ssiittee 에에  lliiggaattiioonn  

하하였였고고,,  TT44  nnrrddCCAA 는는  nnrrddCC  앞앞  부부분분에에  RRBBSS  서서열열을을  포포함함하하여여  pprriimmeerr 를를  제제작작,,  이이를를  

이이용용하하여여  TT44  pphhaaggee  DDNNAA 로로부부터터  증증폭폭한한  후후  ppEETT::::nnrrddBB,,  CCpp  vveeccttoorr 의의  SSaallII  ssiittee 로로  

삽삽입입하하여여  제제작작하하였였다다..  각각  pprriimmeerr 의의  서서열열은은  TTaabbllee  33 와와  같같다다.. 

각각  발발현현  vveeccttoorr 는는  eelleeccttrrooppoorraattiioonn 으으로로  hhoosstt 에에  넣넣은은  후후  발발현현하하여여  SSDDSS--PPAAGGEE((1122..55%%))  

분분석석을을  통통해해  확확인인하하였였다다.. 

 

4. 배지 조성 및 배양조건  

4.1 flask 배양 

Deoxycytidine 생산 균주를 50ml 의 LB 배지가 포함된 250 ml flask 에 접종하여 

37℃에서 8-9 시간 전배양 하였다. 배양액 5ml 을 생산배지(glycerol 40 g/L, CaCO3 

10 g/L, yeast extract 20 g/L, soytone 14.84g/L, MgSO4·7H2O 0.4g/L, and trace elements-

boric acid 0.05mg/L, CaCl2 0.02g/L, cobalt chloride 0.05mg/L, copper sulfate(5H2O) 

0.01mg/L, manganese sulfate(5H2O) 0.5mg/L, sodium molybdate(2H2O) 0.1mg/L, zinc 

sulfate 0.1mg/L, ferric chloride 0.02 g/L, ferrous sulfate 0.02g/L and pH 7.5 by NH4OH) 50 
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ml 이 포함된 250 ml baffled flask 에 접종하여 37℃, 240 rpm 으로 48 시간 진탕 

배양하였다. thyA 유전자가 제거된 균주를 배양 시에는 배지에 thymidine 을 20 

mg/L 가 되도록 첨가하였다. 

  

44..22  77LL  발발효효조조  배배양양 

DDeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산  균균주주를를  115500  mmll 의의  LLBB 배배지지가가  포포함함된된  550000  mmll  ffllaasskk 에에  접접종종하하여여  

3377℃℃에에서서  88--99  시시간간  전전배배양양  하하였였다다..  전전배배양양액액  330000  mmll 을을  생생산산배배지지  33  LL 가가  포포함함된된  77  

LL  발발효효기기에에서서  3377℃℃,,  550000  rrppmm,,  11vvvvmm  조조건건으으로로  5522 시시간간  회회분분식식으으로로  배배양양하하였였다다..  

ppHH 는는  NNHH44OOHH 를를  이이용용하하여여  ppHH  77..00  이이상상을을  유유지지하하도도록록  ccoonnttrrooll 하하였였다다.. 

55..  AAnnaallyyttiicc  mmeetthhoodd 

균균체체의의  농농도도는는  배배양양액액을을  증증류류수수로로  희희석석하하여여  660000  nnmm 에에서서  OODD 를를  

ssppeeccttrroopphhoottoommeetteerr 로로  측측정정하하였였다다..  CCaaCCOO33 가가  포포함함된된  생생산산배배지지에에서서  균균체체의의  농농도도를를  

측측정정할할  때때는는  33--44  mmMM  황황산산수수용용액액에에  배배양양액액을을  희희석석하하여여  660000  nnmm 에에서서  OODD 를를  

ssppeeccttrroopphhoottoommeetteerr 로로  측측정정하하였였다다.. 

DDeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산량량  분분석석은은  배배양양이이  끝끝난난  배배양양액액에에서서  cceellll 을을  제제거거한한  여여액액을을  

DDWW 에에  희희석석하하여여  HHPPLLCC  정정량량분분석석  하하였였다다..  DDeeooxxyyccyyttiiddiinnee 을을  포포함함한한  핵핵산산은은  CC1188  

rreevveerrssee  pphhaassee  ccoolluummnn  ((ZZoorrbbooxx))을을  이이용용하하여여  HHPPLLCC 로로  정정량량하하였였다다..  전전개개시시약약으으로로는는  11%%  

aacceettoonniittrriillee  용용액액을을  11  mmll//mmiinn 으으로로  흘흘려려  226655  nnmm 에에서서  2200 분분  분분석석하하였였다다.. 
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결결과과  및및  고고찰찰 

11..  DDeeooxxyyccyyttiiddiinnee  합합성성경경로로  강강화화를를  위위한한  생생합합성성  유유전전자자의의  발발현현 

SSaallvvaaggee  경경로로와와  ddTTTTPP  합합성성경경로로를를  차차단단한한  BBLLdduuddccTT,,  BBLLdduuddccRRPPAATT,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT  

균균주주는는  소소량량의의  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 을을  생생산산하하였였지지만만  이이  결결과과는는  생생성성된된  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  

ddeeggrraaddaattiioonn 을을  억억제제하하는는  정정도도에에  그그친친  것것으으로로  선선행행  연연구구((1133))에에서서  판판단단되되었었다다.. 

선선행행  연연구구에에서서  제제작작한한  tthhyymmiiddiinnee  aauuxxoottrroopphh  생생산산  균균주주들들은은  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 을을  

생생성성하하는는  쪽쪽으으로로  합합성성경경로로를를  우우회회시시키키기기는는  하하였였으으나나,,  그그에에  비비해해  생생산산성성이이  높높지지는는  

않않았았다다..  그그  이이유유  중중의의  하하나나로로  사사료료  된된  것것이이  세세포포  외외부부에에서서  첨첨가가해해  주주는는  

tthhyymmiiddiinnee 으으로로부부터터  ddTTTTPP 를를  공공급급받받고고,,  UUMMPP 로로  유유입입된된  fflluuxx 가가  UUTTPP,,  CCTTPP  까까지지는는  

도도달달하하지지만만,,  CCDDPP 에에서서  ddCCDDPP 로로  유유입입된된  fflluuxx 가가  ddCCTTPP 를를  생생성성하하는는  쪽쪽으으로로  흐흐르르고고  

나나면면  ppyyrriimmiiddiinnee  핵핵산산을을  모모두두  공공급급받받은은  세세포포  내내에에서서  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산이이  

불불필필요요해해지지기기  때때문문이이다다..  오오히히려려  생생산산균균주주들들은은  분분기기마마다다  경경로로가가  차차단단되되어어  있있어어  

일일부부  누누적적된된  nnuucclleeoottiiddee 에에  의의해해  ppyyrrGG,,  nnrrddAABB 와와  같같은은  생생합합성성  경경로로  유유전전자자의의  발발현현이이  

억억제제될될  소소지지가가  있있었었다다..  따따라라서서  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생합합성성을을  증증가가시시키키기기  위위해해서서는는  

UUMMPP 에에서서  ddCCDDPP 까까지지  유유입입되되는는  길길목목의의  효효소소를를  과과발발현현  하하여여  유유입입량량을을  늘늘리리고고,,  

그그와와  동동시시에에  생생성성된된  ddCCDDPP 에에서서  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 으으로로  전전환환되되도도록록  관관련련  효효소소를를  

증증폭폭시시킬킬  필필요요가가  있있었었다다.. 

UUTTPP 를를  CCTTPP 로로  ddeeaammiinnaattiioonn  시시키키는는  ppyyrrGG 는는  cceellll  내내의의  CCTTPP  lleevveell 에에  따따라라  강강력력하하게게  

조조절절  받받는는  효효소소로로  알알려려져져  있있으으며며,,  CCDDPP 를를  ddCCDDPP 로로  환환원원시시키키는는  nnrrddAABB 도도  강강한한  

조조절절을을  받받는는  효효소소로로  이이  두두  효효소소를를  증증가가  시시는는  것것은은  UUMMPP 에에서서  ddCCDDPP 까까지지의의  

유유입입량량을을  늘늘릴릴  수수  있있어어  고고생생산산성성  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  균균주주를를  만만들들기기  위위한한  효효과과적적인인  

방방법법일일  것것으으로로  기기대대하하였였다다..  실실제제로로  TT44 

pphhaaggee 에에서서  유유래래한한  강강력력한한  nnrrddCCAABB 를를  발발현현하하여여,,  CCDDPP  -->>  ddCCDDPP  -->>  ddCCTTPP  -->>  ddUUTTPP  -->>  

ddUUMMPP 로로  이이어어지지는는  유유입입량량을을  증증가가시시킴킴으으로로써써  1100  gg//LL 의의  고고생생산산성성  tthhyymmiiddiinnee  

생생산산균균주주를를  개개발발한한  보보고고가가  있있었었다다((66))..  그그리리고고  ddCCMMPP 에에서서  pphhoosspphhaattee 을을  
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가가수수분분해해하하여여  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 으으로로  전전환환시시키키는는  55’’--nnuucclleeoottiiddaassee 는는  ssuurrEE,,  yyjjjjGG,,  yyffbbRR  세세  

종종류류가가  알알려려져져  있있는는데데  ((99,,  1100))  그그 

중중  ddCCMMPP 에에  더더  특특이이성성을을  나나타타내내는는  yyffbbRR  유유전전자자를를  함함께께  과과발발현현하하여여  

ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산성성을을  높높이이기기로로  하하였였다다.. 

11..11  ppyyrrGG 와와  yyffbbRR  유유전전자자의의  발발현현을을  위위한한  ppEETT::::PPggCCpp  vveeccttoorr  제제작작 

ppyyrrGG 와와  yyffbbRR  은은  각각각각  11..66  kkbb,,  00..66  kkbb  사사이이즈즈의의  유유전전자자로로  TT77  pprroommootteerr  하하에에서서  과과발발현현  

할할  수수  있있는는  ppEETT  vveeccttoorr 에에  삽삽입입하하여여  발발현현  벡벡터터를를  제제작작  하하였였다다  ((FFiigg..22)).. 

먼먼저저  BBLL2211  wwiilldd  ssttrraaiinn 의의  ggeennoommiicc  DDNNAA 를를  주주형형으으로로  11..66kkbb 의의  ppyyrrGG 를를  PPCCRR 하하기기  

위위하하여여  양양  말말단단에에  NNccooII,,  ssaallII  ssiittee 를를  첨첨가가한한  pprriimmeerr 를를  사사용용하하여여  ppyyrrGG  PPCCRR  pprroodduucctt 를를  

얻얻었었다다((FFiigg..33--AA))..  이이  PPCCRR  pprroodduucctt 는는  TT  vveeccttoorr 에에  cclloonniinngg 한한  후후  NNccooII,,  SSaallII  효효소소로로  

잘잘라라  ppyyrrGG  ffrraaggmmeenntt 를를  준준비비하하고고,,  ppEETT  vveeccttoorr 도도  마마찬찬가가지지로로  NNccooII,,  SSaallII  효효소소로로  잘잘라라  

준준비비한한  ppyyrrGG  ffrraaggmmeenntt 를를  lliiggaattiioonn  시시켰켰다다..  이이후후  XXLL11--bblluuee 에에  ttrraannssffoorrmmaattiioonn 하하여여  

aammppiicciilllliinn  내내성성을을  나나타타내내는는  ttrraannssffoorrmmaanntt 를를  선선별별하하여여  ppEETT--ppyyrrGG  vveeccttoorr 를를  가가지지고고  

있있는는  균균주주를를  확확보보하하였였다다((FFiigg..33--BB)).. 
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FFiigguurree  22..  CCoonnssttrruuccttiioonn  ooff  ppEETTDD::::PPggCCpp.. 
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yyffbbRR  유유전전자자도도  BBLL2211  wwiilldd  ssttrraaiinn 의의  ggeennoommiicc  DDNNAA 를를  주주형형으으로로  양양  말말단단에에  NNddeeII,,  XXhhooII  

ssiittee 를를  첨첨가가한한  pprriimmeerr 를를  사사용용,,  00..66  kkbb 의의  PPCCRR  pprroodduucctt 를를  얻얻었었다다((FFiigg..33--AA))..  이이  PPCCRR   

pprroodduucctt 는는  TT  vveeccttoorr 에에  cclloonniinngg 한한  후후  NNddeeII,,  XXhhooII  효효소소로로  잘잘라라  yyffbbRR  ffrraaggmmeenntt 를를  

준준비비하하고고,,  ppEETT--ppyyrrGG  vveeccttoorr 를를  NNddeeII,,  XXhhooII  효효소소로로  잘잘라라  준준비비한한  yyffbbRR  ffrraaggmmeenntt  와와  

lliiggaattiioonn  시시켰켰다다..  이이  후후  XXLL11--bblluuee 에에  ttrraannssffoorrmmaattiioonn 하하여여  aammppiicciilllliinn  내내성성을을  나나타타내내는는  
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ttrraannssffoorrmmaanntt 를를  선선별별하하여여  ppEETT--ppyyrrGG,,  yyffbbRR  vveeccttoorr 를를  얻얻었었다다((FFiigg..33--BB))..  그그리리고고  이이  

vveeccttoorr 를를  ppEETTDD::::PPggCCpp 로로  명명명명하하였였다다.. 

FFiigguurree  33..  CChhaarraacctteerriizzaattiioonn  ooff  ppEETTDD::::PPgg,,  ppEETTDD::::PPggCCpp.. 

((AA))  PPCCRR  ooff  ppyyrrGG,,  CCMMPPaassee((yyffbbRR)),,  TT44  nnrrddCCAA  ggeennee.. 

((BB))  EEnnzzyymmee  rreeaaccttiioonn  ooff  ppEETTDD::::PPgg..  MM  ::  ssiizzee  mmaarrkkeerr,, 

llaannee  11  ::  ppEETTDD::::PPgg  vveeccttoorr  ttrreeaatteedd  wwiitthh  NNccooII++SSaallII.. 

((CC))  EEnnzzyymmee  rreeaaccttiioonn  ooff  ppEETTDD::::PPggCCpp,,  MM  ::  ssiizzee  mmaarrkkeerr,,   

llaannee  11  ::  ppEETTDD::::PPggCCpp  vveeccttoorr  ttrreeaatteedd  wwiitthh  NNddeeII++XXhhooII.. 

  

11..22..  nnuucclleeoottiiddee  ddiipphhoosspphhaattee  rreedduuccttaassee  유유전전자자의의  발발현현을을  위위한한  ppEETT::::CCppNNrr  vveeccttoorr  제제작작 

ppEETT::::CCppNNrr 의의  제제작작은은  FFiigg..44 와와  같같이이  진진행행하하였였다다..  TT44  nnrrddCCAABB  유유전전자자는는  nnuucclleeoottiiddee  

ddiipphhoosspphhaattee  rreedduuccttaassee  αα,,  ββ  ssuubbuunniitt 으으로로  구구성성되되어어  있있는는데데,,  ββssuubbuunniitt 을을  인인코코딩딩하하는는  

nnrrddBB 서서열열에에  iinnttrroonn 을을  포포함함하하고고  있있기기  때때문문에에  vveeccttoorr 를를  이이용용한한  발발현현을을  하하기기  

위위해해서서는는  iinnttrroonn 부부분분의의  제제거거작작업업이이  필필요요하하다다((66))..  본본  논논문문에에서서는는  tthhyymmiiddiinnee  

생생산산균균주주  개개발발에에  이이용용된된  사사례례가가  있있는는  iinnttrroonn 을을  제제거거한한  nnrrddBB  유유전전자자가가  MMCCSS11 에에  

cclloonniinngg  된된  ppEETTDD::::nnrrddBB  vveeccttoorr 를를  사사용용하하였였다다.. 

ppEETT::::nnrrddBB  vveeccttoorr 의의  MMCCSS22  cclloonniinngg  ssiittee 에에는는  양양  말말단단에에  NNddeeII,,  XXhhooII  효효소소를를  처처리리한한  

yyffbbRR  유유전전자자를를  삽삽입입하하였였으으며며,,  nnrrddCCAA  유유전전자자는는  nnrrddBB  유유전전자자의의  뒷뒷  부부분분에에  rriibboossoommaall  

bbiinnddiinngg  ssiittee((RRBBSS))를를  첨첨가가하하여여  ssaall  II  ssiittee 에에  삽삽입입하하였였다다..  nnrrddCCAA  유유전전자자는는  22..77  kkbb 의의  

크크기기를를  가가지지며며,,  TT44  PPhhaaggee  DDNNAA 를를  주주형형으으로로  PPCCRR  하하여여  얻얻었었다다((FFiigg..33--AA))..  이이  때때  

사사용용한한  ffoorrwwaarrdd  pprriimmeerr 에에는는  RRBBSS  서서열열과과  SSaallII  ssiittee 가가,,  rreevveerrssee  pprriimmeerr 에에는는  SSaallII  ssiittee 가가  

각각각각  포포함함되되어어있있다다.. 
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FFiigguurree  44..  CCoonnssttrruuccttiioonn  ooff  ppEETTDD::::CCppNNrr.. 

yyffbbRR  유유전전자자와와  TT44  nnrrddCCAA  유유전전자자를를  차차례례로로  cclloonniinngg 한한  후후  얻얻은은  vveeccttoorr 는는  

ppEETTDD::::CCppNNrr  이이라라  명명명명하하였였으으며며,,  NNccooII,,  BBaammHHII  효효소소로로  잘잘라라  11..4466  kkbb 의의  ffrraaggmmeenntt 가가  

잘잘려려  나나오오는는  것것을을  확확인인함함으으로로써써  정정방방향향의의  OORRFF 로로  nnrrddCCAA 가가  삽삽입입됨됨을을  확확인인  

하하였였다다((FFiigg..55)).. 
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FFiigguurree  55..  CChhaarraacctteerriizzaattiioonn  ooff  ppEETTDD::::CCppNNrr  bbyy  eennzzyymmee  rreeaaccttiioonn.. 

MM  ::  ssiizzee  mmaarrkkeerr,,  llaannee  11  ::  ppEETTDD::::CCppNNrr  vveeccttoorr  ttrreeaatteedd  wwiitthh  NNccooII++BBaammHHII 

  

11..33..  ppEETTDD::::PPggCCpp  vveeccttoorr 의의  생생산산균균주주  BBLLdduuddccTT,,  BBLLdduuddccRRPPAATT,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 에에서서의의  

발발현현 

ppyyrrGG,,  yyffbbRR  유유전전자자의의  발발현현을을  확확인인하하기기  위위해해  단단계계별별  생생산산균균주주인인  BBLLdduuddccTT,,  

BBLLdduuddccRRPPAATT,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 에에  vveeccttoorr 를를  형형질질  도도입입하하여여  각각각각을을  BBLLdduuddccTT--22,,  

BBLLdduuddccRRPPAATT--22,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 라라고고  명명명명하하였였다다..  00..55  mmMM  IIPPTTGG  iinndduuccttiioonn 을을  통통해해  

TT77  pprroommoottoorr 로로부부터터  발발현현을을  유유도도하하였였으으며며  5588  kkddaa 의의  ppyyrrGG  단단백백질질과과  2255  kkddaa 의의  yyffbbRR  

단단백백질질을을  1122..55%%  SSDDSS--PPAAGGEE  ggeell 을을  통통해해  확확인인  하하였였다다((FFiigg..66)) 
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FFiigguurree  66..  EExxpprreessssiioonn  ooff  ggeenneess  iinn  rreeccoommbbiinnaanntt  EE..ccoollii  ssttrraaiinnss.. 

MM  ::  ssiizzee  mmaarrkkeerr,,  LLaannee  11  ::  BBLLdduuddccTT--ppEETTDDuueett  vveeccttoorr  ((nneeggaattiivvee  ccoonnttrrooll)) 

LLaannee  22  ::  BBLLdduuddccTT--22,,  LLaannee  33  ::  BBLLdduuddccRRPPAATT--22,,  LLaannee  44  ::  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 

  

11..44..  ppEETTDD::::CCppNNrr  vveeccttoorr 의의  생생산산균균주주  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 에에서서의의  발발현현 

yyffbbRR 과과  TT44  nnrrddCCAABB  유유전전자자의의  발발현현을을  확확인인하하기기  위위해해  생생산산균균주주인인  

BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 에에  vveeccttoorr 를를  형형질질  도도입입  하하여여  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--44 라라고고  명명명명하하였였다다..  

00..55  mmMM  IIPPTTGG  iinndduuccttiioonn 을을  통통해해  TT77  pprroommoottoorr 로로부부터터  발발현현을을  유유도도하하였였으으며며  8855  kkDD 의의  

nnrrddAA,,  4455  kkDDaa 의의  nnrrddBB,,  2255  kkDDaa 의의  yyffbbRR,,  99  kkddaa 의의  nnrrddCC  단단백백질질을을  1122..55%%  SSDDSS--PPAAGGEE  

ggeell 을을  통통해해  확확인인  하하였였다다((FFiigg..77)) 
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FFiigguurree  77..  EExxpprreessssiioonn  ooff  ggeenneess  iinn  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT.. 

MM  ::  ssiizzee  mmaarrkkeerr 

LLaannee  11  ::  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--ppEETTDDuueett  vveeccttoorr  ((nneeggaattiivvee  ccoonnttrrooll)) 

LLaannee  22,,  33,,  44  ::  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--44  ttrraannssffoorrmmaanntt 

  

11..55..  외외래래  단단백백질질  발발현현에에  의의한한  생생산산균균주주  별별  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산량량  비비교교 

외외래래  단단백백질질의의  발발현현이이  확확인인된된  각각  생생산산균균주주로로  ffllaasskk  ssccaallee 에에서서  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  

생생산산성성을을  비비교교하하였였다다  ((TTaabbllee  44))..  먼먼저저  ppyyrrGG,,  yyffbbRR 의의  과과발발현현으으로로  UUTTPP  -->>  CCTTPP  경경로로가가  

강강화화된된  세세  균균주주  BBLLdduuddccTT--22,,  BBLLdduuddccRRPPAATT--22,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 에에서서  모모두두  330000  mmgg//LL  

이이상상의의  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산성성을을  보보였였는는데데,,  이이는는  외외래래  단단백백질질을을  발발현현하하기기  전전  110000  

mmgg//LL  수수준준이이었었던던  것것에에  비비해해  33 배배  이이상상  증증가가한한  수수치치였였다다((1133))..  이이로로써써  외외래래  

단단백백질질의의  발발현현으으로로  신신생생합합성성경경로로로로의의  fflluuxx  유유입입이이  효효과과적적으으로로  일일어어나나  

ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생성성  경경로로까까지지  이이어어졌졌음음을을  알알  수수  있있다다.. 

또또한한  ddeeaammiinnaattiioonn 경경로로의의  제제거거((BBLLdduuddccTT--22))만만  되되었었을을  때때보보다다  ffeeeeddbbaacckk  iinnhhiibbiittiioonn  억억제제  

유유전전자자를를  추추가가로로  제제거거((BBLLdduuddccRRPPAATT--22))한한  경경우우  449977..88  mmgg//LL 로로  더더욱욱  증증가가  하하였였으으며며,,  
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나나머머지지  ssaallvvaaggee  eennzzyymmee 을을  제제거거한한  경경우우((BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22))도도  551100..11  mmgg//LL 로로  

비비슷슷하하게게  증증가가한한  것것을을  확확인인  하하였였다다..  이이로로써써  단단계계적적인인  유유전전자자  조조작작의의  

ppoossiittiivvee 효효과과도도  알알  수수  있있다다.. 

다다음음으으로로는는  TT44  nnrrddCCAABB 와와  yyffbbRR 의의  과과발발현현으으로로  CCDDPP  -->>  ddCCDDPP  경경로로를를  강강화화한한  효효과과를를  

확확인인하하기기  위위해해  앞앞선선  실실험험에에서서  생생산산성성이이  가가장장  높높았았던던  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT 에에  형형질질  

도도입입  하하여여  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--44 를를  제제작작하하고고,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 와와  생생산산성성을을  

비비교교하하였였다다((TTaabbllee  44))..  FFllaasskk  ssccaallee 에에서서  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 와와  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산성성을을  

비비교교한한  결결과과  ppyyrrGG 를를  과과발발현현하하여여  합합성성경경로로를를  강강화화했했을을  때때  보보다다  높높은은  558888  mmgg//LL 의의  

생생산산성성을을  보보였였으으며며,,  이이로로써써  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생성성경경로로로로의의  유유입입은은  UUTTPP--

>>CCTTPP 경경로로보보다다  CCDDPP-->>ddCCDDPP 의의  경경로로  강강화화가가  더더  효효과과적적임임을을  알알  수수  있있었었다다..  그그러러나나  

ddeeooxxyyuurriiddiinnee 의의  동동반반  증증가가가가  소소폭폭  눈눈에에  띄띄게게  나나타타났났다다.. 

TTaabbllee  44..  CCoommppaarriissoonn  ooff  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  pprroodduuccttiivviittyy  bbeettwweeeenn  ggeennee  ddiissrruuppttiioonn  mmuuttaannttss  BBLLdduu,,  

BBLLdduuddccTT,,  BBLLdduuddccRRPPAATT,,  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT  hhaarrbboorriinngg  ppEETTDD::::PPggCCpp,,  ppEETTDD::::CCppNNrr.. 

SSttrraaiinn 
ttiimmee 

((hhrr)) 
CCeellll  ggrroowwtthh 

((OODD660000nnmm)) 
ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 

((mmgg//LL)) 

ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 

pprroodduuccttiivviittyy 

((mmgg//LL//OODD660000nnmm)) 

BBLLdduuddccTT--22 48 28.2 308.3 10.93 

BBLLdduuddccRRPPAATT--22 48 34.5 497.8 14.43 

BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22 48 32.1 510.13 15.88 

BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--44 48 38.3 588.9 15.38 

CCeellllss  wweerree  ggrroowwnn  iinn  aa  bbaafffflleedd  ffllaasskk((550000mmll))  ccoonnttaaiinniinngg  5500mmll  ooff  pprroodduuccttiioonn  mmeeddiiuumm  ffoorr  22ddaayyss,,  

wwhhiicchh  wwaass  mmaaiinnttaaiinneedd  aatt  3377℃℃  aanndd  sshhaakkeenn  aatt  224400rrppmm.. 

22..  DDeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산을을  위위한한  77LL--발발효효조조에에서서의의  회회분분식식  배배양양 

BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22  균균주주의의  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  생생산산성성을을  77--LL  발발효효조조에에서서  확확인인하하기기  위위해해  

회회분분식식  배배양양법법으으로로  배배양양을을  수수행행하하였였다다..  FFllaasskk  ssccaallee 에에서서  가가장장  높높은은  생생산산을을  보보인인  

균균주주는는  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--44  였였으으나나  외외래래단단백백질질의의  발발현현으으로로  ddeeooxxyyuurriiddiinnee 의의  동동반반  



Escherichia coli에서 Deoxycytidine 생합성 유전자들의 도입에 의한 Deoxycytidine 생산성 향상  

 

증증가가가가  소소폭폭  나나타타났났기기  떄떄문문에에  생생산산성성은은  조조금금  떨떨어어지지지지만만  타타  핵핵산산으으로로부부터터  좀좀  더더  

안안정정적적인인  생생산산을을  보보일일  것것으으로로  사사료료된된  BBLLdduuddccRRPPAADDAATT--22  균균주주의의  생생산산성성을을  확확인인  

하하였였다다.. 

LLBB 배배지지에에서서  전전배배양양한한  균균주주를를  종종  배배양양을을  거거쳐쳐  33  LL 의의  본본  배배양양  배배지지가가  포포함함된된  77  LL  

발발효효조조에에서서  발발효효  기기간간  동동안안  NNHH44OOHH 를를  이이용용하하여여  ppHH  77..00  으으로로  조조절절하하였였다다..  교교반반  

속속도도는는  550000  rrppmm,,  통통기기량량은은  11vvvvmm 으으로로  유유지지하하고고  발발효효조조의의  온온도도는는  3377℃℃로로  유유지지하하여여  

배배양양하하였였다다..  FFiigg..88 에에  나나타타난난  바바와와  같같이이  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산은은  배배양양  초초기기에에는는  

균균의의  생생장장과과  함함께께  농농도도가가  증증가가하하는는  전전형형적적인인  pprriimmaarryy  mmeettaabboolliittee 의의  생생산산양양상상을을  

나나타타내내었었으으며며,,  배배지지  내내  tthhyymmiiddiinnee 이이  고고갈갈되되는는  시시점점으으로로  보보이이는는  2200 시시간간  이이후후에에는는  

균균의의  생생장장이이  정정지지기기에에  도도달달하하며며  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산  속속도도도도  줄줄어어드드는는  것것으으로로  

나나타타났났다다..  5522 시시간간  최최종종  발발효효액액  중중  균균체체  농농도도((OODD660000))는는  2233..88,,  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  

농농도도는는  447777..00  mmgg//LL 였였다다.. 
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FFiigguurree  88..  BBaattcchh  ffeerrmmeennttaattiioonn  ffoorr  tthhee  pprroodduuccttiioonn  ooff  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  bbyy  BBLLdduuddccRRPPAADDAA--22  ssttrraaiinn.. 

EExxppeerriimmeennttss  wweerree  ccoonndduucctteedd  iinn  aa  77  LL  jjaarr  ffeerrmmeenntteerr,,  wwhhiicchh  wwaass  ccoonnttrroolllleedd  aatt  ppHH  77..00  wwiitthh  

NNHH44OOHH,,  aaggiittaatteedd  aatt  550000  rrppmm  aanndd  aaeerraatteedd  11vvvvmm,,  rreessppeeccttiivveellyy.. 

TThhee  ggrraayy  lliinnee  iinnddiiccaatteedd  aa  tteemmppeerraattuurree  ((3377℃℃))..  ●●::  CCeellll  ccoonncceennttrraattiioonn  ((OODD660000)),,  ■■::  ggllyycceerrooll  

ccoonncceennttrraattiioonn((gg//LL))..  ▲▲::  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  ccoonncceennttrraattiioonn  ((mmgg//LL)) 

이이와와  같같은은  결결과과로로부부터터  생생물물학학적적  방방법법에에  의의한한  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee 의의  생생산산이이  가가능능하하게게  

된된  것것으으로로  사사료료되되며며  향향후후  좀좀더더  생생산산성성을을  향향상상시시킨킨다다면면  산산업업적적인인  ddeeooxxyyccyyttiiddiinnee  

생생산산  공공정정이이  확확립립될될  것것이이다다.. 
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The Idempotent Relation for the Proof of

Urysohn’s Lemma

Seungwook Kim ∗†‡§

Abstract

On a T4-space an idempotent relation can be defined and due to the

relation the continuous function between topological space and [0, 1] sat-

isfying the property of Urysohn’s lemma can be constructed more cleary.

1 Introduction

As well known, the difficulty at the proof of the Urysohn’s lemma is based on

a complicate numbering of the sets satisfying the T4-preperty. This numbering

gives a motivation to construct a continuous function f : X → [0, 1] such that

f(A) = {0} and f(B) = {1} for any disjoint closed sets A,B ⊆ X. To remove

this difficulty, in this paper, an another perspective on those sets is introduced.

That is a relation R on a topology τ which satisfies R2 = R and is called an

idempotent relation. Due to this relation the continuous function can be defined

much more easily than the original method of the proof ([1],[2],[5],[6]). This

idempotent relation is satisfying the transitivity and intermediate condition,

namely, for all x, y ∈ X with xRy there exists z ∈ X such that xRz and zRy.

This conditions are the crucial tool to define a continuous function mentioned

above.
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2 Idempotent Relation

Definition 2.1. A relation R is called an idempotent relation if R ·R = R.

Remark 2.2. The simple examples of the idempotent relation are any equivalent

and ordering relations. Note that <-ralation on Q is an idempotent relation, but

any idempotent relation on the finite subsets of R with at least two elements can

not be defined. It is obvious that the idempotent relation satisfies the transtivitiy

property.

Lemma 2.1. Let R be an idempotent ralation on a set X and E := {e0, . . . , en}
be a finite subset of R which is linearly oredered relative to <. Let ϕ : E → X

be a function preserving the relation < on E in X relative to R. Let z ∈ R \ E
such that minE < z < maxE.

Then there exists a function ϕ : E ∪ {z} → X with ϕ|E = ϕ and preserving

the relations.

Proof. Note that there exists k ∈ {0, . . . , n − 1} such that ek < z < ek+1

and by the idempotent propoerty of X thete is c ∈ X such that ϕ(ek)Rc and

cRϕ(ek+1).

Define

ϕ : E ∪ {z} → X,x 7→

{
ϕ(x) if x 6= z

c if x = z
.

Then obviously ϕ is the required function. �

Theorem 2.2. Let R be an idempotent relation on a set X, and x, y ∈ X such

that xRy. Then there exists a funtion from [0, 1] ∩Q into X that preserves the

relations and associates 0 with x and 1 with y.

Proof. Let (qn) be a sequence of [0, 1] ∩ Q with q0 := 0, q1 := 1 and En :=

{e0, . . . , en} for each n ∈ N. Let ϕ1 : E1 → X be defined by ϕ1(0) = x, ϕ1(1) =

y. Then ϕ1 preserves obviously < in X. Hence by Lemma 2.1 a function ϕn :

En → X preserving < in X can be extended to En+1 = En ∪ {qn+1}.
For each n ∈ N, qn+1 ∈ R \En and 0 = minEn < qn+1 < maxEn. Thus the

functions ϕn starting from E1 to ϕn : En → X can be defined recursively that

preserves the relations and ϕm = ϕn|Em
for all m,n ∈ N with m ≤ n.
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Then ϕ :=
⋃

n∈N ϕn is a function from [0, 1]∩Q =
⋃

n∈NEn into X preseving

the relations such that ϕ(0) = x, ϕ(1) = y. �

Definition 2.3. Let (X, τ) be a topological space. For any open sets U, V ∈ τ
we say that U is strongly contained in V , denoted as U v V if U ⊆ V .

Theorem 2.3. In T4-space (X, τ) v is an idempotent relation on τ.

Proof. Let U, V ∈ τ such that U v V . Then U ⊆ V , so that U ∩ (X \V ) = ∅.
T4-property of (X, τ) there exist W,V ′ ∈ τ such that U ⊆ W and X \ V ⊆
V ′,W ∩ V ′ = ∅. Hence W ⊆ X \ V ′ so that W ⊆ X \ V ′.

By X \ V ′ ⊆ V , we have W ⊆ V. Therefore U vW and W v V .

Let U, V,W ∈ τ and U v W and W v V . Then U ⊆ V and V ⊆ W. Hence

U ⊆W that is U vW �

3 Urysohon’s Lemma

Lemma 3.1. (Urysohon’s Lemma) If A,B are disjoint closed sets of a T4-

space (X, τ), there exists a continuous function f from X into [0, 1] such that

f(A) = {0} and f(B) = {1}.

Proof. Since (X, τ) is a T4-space, there exist U, V ∈ τ such that A ⊆ U,B ⊆
V and U ∩ V = ∅. Then U ⊆ X \ V, hence also U ⊆ X \ V .

From B ⊆ V follows X \ V ⊆ X \ B, hence U ⊆ X \ B, i.e U v X \ B. By

2.3 v is an idempotent relation.

By 2.1 there is a function [0, 1] ∩Q→ τ, q 7→ Uq wjth U0 := U,U1 := X \B
so that the following property holds.

For all q, r ∈ [0, 1] ∩Q, q < r implies Uq v Ur.

Now let for every x ∈ X

K(x) := {q|q ∈ [0, 1] ∩Q, x ∈ Uq} ∪ {1}.

and

f : X → [0, 1], x 7→ inf K(x).
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First, note that r ∈ K(x) −→ f(x) ≤ r. We will show that for all r ∈
[0, 1] ∩Q, x ∈ X r /∈ K(x) −→ r ≤ f(x) by contraposition.

Suppose r > f(x). Then there exists q ∈ K(x) such that q < r that means

Uq v Ur. Hence x ∈⊆ Uq ⊆ Uq ⊆ Ur. Therefore x ∈ Ur, i.e. r ∈ K(x).

It remains to show the following.

(i) f(a) = 0 for all a ∈ A.

(ii) f(b) = 1 for all b ∈ B.

(iii) f is continuous.

(i) By A ⊆ U , for every a ∈ A a ∈ U = U0. Hence 0 ∈ K(a) that means

f(a) = inf K(a) = 0.

(ii) Let b ∈ B. Then b /∈ X \ B = U1 and b /∈ Uq for all q ∈ [0, 1] ∩ Q
(because, for all q ∈ [0, 1] ∩ Q with q < 1 Uq ⊆ U1.) Hence K(b) = 1, i.e.,

f(b) = inf K(b) = 1.

(iii) Let c ∈ X and ε > 0. Wehave to show that there is V ∈ τ with c ∈ V
such that |f(c) − f(x)| < ε for every x ∈ V . For this purpose we consider the

following three cases.

1. Case: f(c) = 1. In this case choose q ∈ [0, 1]∩Q with 1− ε < q < 1. Then
q+1
2 < 1 = f(c), hence q+1

2 /∈ K(c) by the fact r ∈ K(x) −→ f(x) ≤ r, i.e.,

c /∈ U q+1
2
. By q < q+1

2 , Uq v U q+1
2

, thus Uq ⊆ U q+1
2

. Therefore c /∈ Uq.

Choose V := X \ Uq. Then c ∈ V and V ∈ τ. Let x ∈ V . Then x /∈ Uq

and from this x /∈ Uq. Hence q /∈ K(x) (since q 6= 1.) Then q ≤ f(x). Therefore

|f(c)− f(x)| = 1− f(x) ≤ 1− q < ε.

2. Case: f(c) = 0. Choose q ∈ [0, 1] ∩Q with 0 < q < ε. Then f(c) = 0 < q,

thus q ∈ K(c), i.e., c ∈ Uq. Choose V := Uq. Then c ∈ V and V ∈ τ . Let x ∈ V .

Then q ∈ K(X) and f(x) ≤ q.. Hence |f(c)− f(x)| = f(x) ≤ q < ε.

3. Case: 0 < f(c) < 1. Choose l, l′, r ∈ [0, 1] ∩ Q with f(c) − ε
2 < l < l′ <

f(c)f(c) + ε
2 . By l′ < f(c), l′ /∈ K(c), thus c /∈ Ul′ . By l < l′, Ur ⊆ Ul′ , hence

c /∈ U l. Since f(c) < r, r ∈ K(c), hence c ∈ Ur (by r 6= 1). Choose V := Ur \U l.

Then c ∈ V and V ∈ τ . Let x ∈ V . x ∈ Ur, hence r ∈ K(x), i.e., f(x) ≤ r. From

x /∈ U l follows x /∈ Ul, thus l ≤ f(x). Hence l ≤ f(c) ≤ r, l ≤ x ≤ r. Therefore

|f(c)− f(x)| ≤ r − l < ε. �
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ON THE DIOPHANTINE EQUATION pq = x2 + ny2

JA KYUNG KOO AND DONG HWA SHIN∗

Abstract. Let n be a positive integer. We investigate pairs of distinct
odd primes p and q not dividing n for which the Diophantine equations
pq = x2 + ny2 have integer solutions in x and y. As its examples, we
classify all such pairs of p and q when n = 5 and 14.

1. Introduction

In a letter to Blaise Pascal dated September 25 in 1654, Fermat announced
that for primes p and q

(1) p, q ≡ 3, 7 (mod 20) =⇒ pq = x2 + 5y2 for some x, y ∈ Z.

In this connection, Lagrange [5] first noted that

p ≡ 3, 7 (mod 20) =⇒ p = 2x2 + 2xy + 3y2 for some x, y ∈ Z.

He then presented the identity
(2)
(2x2 +2xy+3y2)(2z2 +2zw+3w2) = (2xz+xw+yz+3yw)2 +5(xw−yz)2,

which completes the proof.
On the other hand, what can we say about the other direction of (1). As

far as we understand, not much has been known in this theme so far. More
generally, let n be a positive integer, and let p and q be distinct odd primes
not dividing n. In this paper we shall find an equivalent condition under
which the product pq can be represented by the principal form x2 + ny2

(Theorem 4.1). To this end, we shall review some classical facts about form
class groups and ideal class groups (§2–3), from which we are able to give
a satisfactory answer to the question above and to the solvability of the
Diophantine equation pq = x2 + 14y2 (Examples 5.1 and 5.2) as well.

2010 Mathematics Subject Classification. Primary 11E25; Secondary 11E16.
Key words and phrases. binary quadratic forms, representations.
∗Corresponding author.
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2. Binary quadratic forms

We first introduce a general version of the identity (2).

Lemma 2.1. Let a, b, c ∈ Z with n = −b2 + ac. We have the identity

(ax2+2bxy+cy2)(az2+2bzw+cw2) = (axz+bxw+byz+cyw)2+n(xw−yz)2.

Proof. Immediate. �

Let f(x, y) = ax2 + bxy + cy2 be an integral binary quadratic form (for
short, a form). It is said to be primitive if its coefficients a, b and c are
relatively prime. Let m be an integer. We say that m is represented by
f(x, y) if the equation m = f(x, y) has an integer solution in x and y.
Moreover, if such x and y are relatively prime, then we say that m is properly
represented by f(x, y).

Let f(x, y) and g(x, y) be primitive positive definite forms of the same
discriminant. We say that they are equivalent (respectively, properly equiv-

alent) if there is an element

[
p q
r s

]
of GL2(Z) (respectively, SL2(Z)) such

that

f(x, y) = g(px+ qy, rx+ sy).

The equivalence and properly equivalence of forms are indeed equivalence
relations. Furthermore, two equivalent forms represent the same numbers
[1, pp.24–25].

For a negative integer D such that D ≡ 0, 1 (mod 4) we let C(D) be the
set of all properly equivalence classes of primitive positive definite forms of
discriminant D. As is well-known the Dirichlet composition makes C(D)
into a finite abelian group, called the form class group of discriminant D
[1, Theorem 3.9]. We denote by h(D) the order of the group C(D).

We call a primitive positive definite form ax2 + bxy + cy2 a reduced form
if the coefficients a, b and c satisfy

|b| ≤ a ≤ c, and b ≥ 0 if either |b| = 0 or a = c.

Then, every primitive positive definite form of discriminant D is properly
equivalent to a unique reduced form of the same discriminant [1, Theorem
2.8]. Hence h(D) is equal to the number of reduced forms of discriminant
D.
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Proposition 2.2. Let n be a positive integer and p be an odd prime not
dividing n. Then we get the assertion(
−n
p

)
= 1 ⇐⇒ p is represented by a reduced form of discriminant −4n.

Proof. See [1, Corollary 2.6]. �

Let n be a positive integer. Euler called n a convenient number if it
satisfies the following properties:

Let m be an odd positive integer relatively prime to n which
is properly represented by x2 + ny2. If the equation m =
x2 + ny2 has only one solution with x, y ≥ 0, then m is a
prime.

We say that two primitive positive definite forms of discriminant D (<
0) are in the same genus if they represent the same values in (Z/DZ)∗.
Then it is well-known that n is a convenient number if and only if every
genus of discriminant −4n consists of a single properly equivalence class [1,
Proposition 3.24] (see also [4], [8] and [9]).

3. Ideal class groups

Let K be an imaginary quadratic field of discriminant dK and OK be
its ring of integers. Let O be the order conductor f (> 0) in K, so its
discriminant D satisfies the relation D = f 2dK . We denote by I(O) the
group of all proper fractional O-ideals (under multiplication), and by P (O)
its subgroup of all principal O-ideals. We call the associated quotient group
C(O) = I(O)/P (O) the ideal class group of the order O. Then we will
relate this ideal class group C(O) with the form class group C(D) defined
in §2 via the following isomorphism

(3)
C(D)

∼→ C(O)

class of ax2 + bxy + cy2 7→ class of [a, (−b+
√
D)/2]

[1, Theorem 7.7(ii)].

Lemma 3.1. Let f(x, y) be a reduced form of discriminant D and m be a
positive integer. Then,

m is represented by f(x, y) ⇐⇒ m = NO(a) (= |O/a|) for some O-ideal a

in the corresponding ideal class in C(O).

Proof. See [1, Theorem 7.7(iii)]. �
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Furthermore, let I(O, f) be the subgroup of I(O) consisting of all proper
factional O-ideals prime to f , and let IK(f) be the group of all fractional
ideals of K prime to f . Then we have an isomorphism

(4)
φf : IK(f)

∼→ I(O, f)
a 7→ a ∩ O

which preserves norms, namely NOK
(a) = NO(a ∩ O). Its inverse map φ−1f

is given by
φ−1f (b) = bOK (b ∈ I(O, f))

[1, Proposition 7.20].
On the other hand, we know by the existence theorem of class field theory

that there exists a unique abelian extension HO of K whose Galois group
satisfies

Gal(HO/K) ' C(O)

([3, Chapters IV and V] and [1, Proposition 7.22]). We call this extension
HO the ring class field of the order O.

Proposition 3.2. Let n be a positive integer and HO be the ring class
field of the order O = [1,

√
−n] in the imaginary quadratic field K =

Q(
√
−n). Let fn(x) be the minimal polynomial of a real algebraic inte-

ger which generates HO over K. If an odd prime p divides neither n nor
the discriminant of fn(x), then

p = x2 + ny2 for some x, y ∈ Z ⇐⇒
(
−n
p

)
= 1 and fn(x) ≡ 0 (mod p)

has an integer solution.

Proof. See [1, Theorem 9.2]. �

Remark 3.3. By the main theorem of complex multiplication, the sin-
gular value j(O) of the elliptic modular function j generates HO over K as
a real algebraic integer [6, Chapter 5, Theorem 4 and Chapter 10, Theorem
5]. However, its minimal polynomial has too large integer coefficients for
practical use (such as Proposition 3.2). On the other hand, one can refer to
[2], [7] and [10] for other smaller generators of HO in terms of the singular
values of Weber functions and eta-quotients.

4. Products of two primes into the form x2 + ny2

We are ready to prove our main theorem concerning the Diophantine
equation pq = x2 + ny2.
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Theorem 4.1. Let n be a positive integer, and let p and q be distinct odd
primes not dividing n. Then,

pq = x2 + ny2 for some x, y ∈ Z ⇐⇒ there is a reduced form of discriminant

−4n representing both p and q.

Proof. First, assume that there exists a reduced form f(x, y) = ax2 + bx+ c
of discriminant −4n representing both p and q. Then we have

p = f(x1, y1) and q = f(x2, y2) for some x1, y1, x2, y2 ∈ Z.
It follows from b2 − 4ac = −4n that b is an even integer. So we achieve by
Lemma 2.1

pq = f(x1, y1)f(x2, y2) = (ax1x2+(b/2)x1y2+(b/2)y1x2+cy1y2)
2+n(x1y2−y1x2)2.

This yields that pq can be written in the form x2 + ny2 for some x, y ∈ Z.
Conversely, assume that

(5) pq = x2 + ny2 for some x, y ∈ Z.
Since p and q are distinct odd primes not dividing n by hypothesis, we
deduce from (5) (

−n
p

)
=

(
−n
q

)
= 1.

This implies that both p and q split in the imaginary quadratic field K =
Q(
√
−n). Let

(6) pOK = pp and qOK = qq

be the prime ideal factorizations of pOK and qOK , respectively. We then
derive that

(pq)OK = (x2 + ny2)OK by (5)

= (x+
√
−ny)OK(x+

√
−ny)OK

= (pOK)(qOK)

= (pp)(qq) by (6)

= (pq)(pq) (= (pq)(pq)).

Thus without loss of generality we may assume by the uniqueness of prime
ideal factorization in OK that

(7) pq = (x+
√
−ny)OK .

On the other hand, let O = [1,
√
−n], which is the order in K of discrim-

inant D = f 2dK = −4n. Here, dK is the discriminant of K and f is the
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conductor of O. Let f(x, y) be the reduced form of discriminant D corre-
sponding to the ideal class C = [p∩O] in C(O) via the isomorphism in (3).
Then the norm NO(p ∩ O) = NOK

(p) = p can be represented by f(x, y) by
Lemma 3.1. Furthermore, we attain that in C(O) = I(O)/P (O),

[q ∩ O] = [pO][q ∩ O] since pO ∈ P (O)

= [pOK ∩ O][q ∩ O]

by considering the isomorphism φf in (4) and its inverse map φ−1f

= [(pOK)q ∩ O] by the homomorphism property of φf

= [ppq ∩ O] by (6)

= [pq ∩ O][p ∩ O] again by the homomorphism property of φf

= [(x+
√
−ny)OK ∩ O][p ∩ O] by (7)

= [(x+
√
−ny)O][p ∩ O] because x+

√
−ny ∈ O

= [p ∩ O] since (x+
√
−ny)O ∈ P (O)

= C.

Therefore the norm NO(q∩O) = NOK
(q) = q is also represented by f(x, y)

by Lemma 3.1. This completes the proof of the theorem. �

5. Examples

In this section we shall present a couple of concrete examples of Theorem
4.1.

Example 5.1. First we consider the question raised in §1 about the
Diophantine equation pq = x2 + 5y2. Let n = 5. There are two reduced
forms of discriminant −4n = −20, namely

x2 + 5y2 and 2x2 + 2xy + 3y2.

One can then readily check that{
x2 + 5y2 represents 1, 9 in (Z/20Z)∗,

2x2 + 2xy + 3y2 represents 3, 7 in (Z/20Z)∗

[1, (2.20)]. This shows that there are two genera of discriminant −20 each
consisting of a single class, and hence n = 5 is a convenient number.
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On the other hand, we obtain by Proposition 2.2 that for an odd prime
p other than 5

p = x2 + 5y2 or 2x2 + 2xy + 3y2 for some x, y ∈ Z ⇐⇒
(
−5

p

)
= 1

⇐⇒ p ≡ 1, 3, 7, 9 (mod 20).

Therefore we conclude by Theorem 4.1 that for distinct odd primes p and
q other than 5

pq = x2 + 5y2 for some x, y ∈ Z ⇐⇒ both p and q are represented

by

{
x2 + 5y2, or
2x2 + 2xy + 3y2

⇐⇒
{
p, q ≡ 1, 9 (mod 20), or
p, q ≡ 3, 7 (mod 20).

Example 5.2. Let n = 14. We then have four reduced forms of discrim-
inant −4n = −56

x2 + 14y2, 2x2 + 7y2 and 3x2 ± 2xy + 5y2,

and we see that
(8){

x2 + 14y2, 2x2 + 7y2 represents 1, 9, 15, 23, 25, 39 in (Z/56Z)∗,
3x2 ± 2xy + 5y2 represents 3, 5, 13, 19, 27, 45 in (Z/56Z)∗

[1, (2.21)]. This shows that n = 14 is a non-convenient number. Observe
that 3x2 + 2xy + 5y2 and 3x2 − 2xy + 5y2 are equivalent, but x2 + 5y2 and
2x2 + 7y2 are not. Furthermore, we obtain by Proposition 2.2 that for an
odd prime p not dividing 14

p is represented by one of the above reduced forms

⇐⇒
(
−14

p

)
= 1

⇐⇒ p ≡ 1, 3, 5, 9, 13, 15, 19, 23, 25, 27, 39, 45 (mod 56).

Let K = Q(
√
−14) and O = OK = [1,

√
−14]. Then we know that

HO is generated by a real algebraic integer α =
√

2
√

2− 1 whose minimal
polynomial over K is (x2 +1)2−8 with discriminant −214 ·7 [1, Proposition
5.31]. Thus we deduce by Proposition 3.2 that for an odd prime p not
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dividing 14

(9) p = x2 + 14y2 for some x, y ∈ Z ⇐⇒
(
−14

p

)
= 1 and p ∈ S,

where

S = {primes p | (x2 + 1)2 ≡ 8 (mod p) has an integer solution}

[1, Theorem 5.33].
Suppose that there exists an odd prime p not dividing 14 which is repre-

sented by x2 + 14y2 and 2x2 + 7y2, simultaneously. Let

p = x21 + 14y21 for some x1, y1 ∈ Z,(10)

p = 2x22 + 7y22 for some x2, y2 ∈ Z.(11)

Here, x1, y1, x2, y2 are all nonzero integers modulo p because p is relatively
prime to 14. We claim by (10) that p splits in K = Q(

√
−14) and

(12) pOK = pp with p = (x1 +
√
−14y1)OK and p = (x1 −

√
−14y1)OK .

Moreover, since 2 is ramified in K, we have

(13) 2OK = aa with a = a.

We then see that

(2p)OK = (4x22 + 14y22)OK by (11)

= (2x2 +
√
−14y2)OK(2x2 +

√
−14y2)OK

= (2OK)(pOK)

= (aa)(pp) by (12) and (13)

= (ap)(ap) (= (ap)(ap)).

So, without loss of generality we may assume that ap = (2x2+
√
−14y2)OK .

And, since p is principal by (12), we get that a is also principal, say, a =
(u+

√
−14v)OK for some u, v ∈ Z. It then follows that

2 = NOK
(a) = NK/Q(u+

√
−14v) = u2 + 14v2.

But there is no such pair of integers u and v, which yields a contradiction.
Hence we conclude that

(14)
there is no odd prime p not dividing 14
which can be represented by both x2 + 14y2 and 2x2 + 7y2.



28 Ja Kyung Koo and Dong Hwa Shin

Therefore we achieve by Theorem 4.1, Proposition 2.2, (8), (9) and (14)
that for distinct odd primes p and q not dividing 14

pq = x2 + 14y2 for some x, y ∈ Z

⇐⇒ both p and q are represented by

 x2 + 14y2, or
2x2 + 7y2, or
3x2 + 2xy + 5y2

⇐⇒

 p, q ≡ 1, 9, 15, 23, 25, 39 (mod 56) and p, q ∈ S, or
p, q ≡ 1, 9, 15, 23, 25, 39 (mod 56) and p, q 6∈ S, or
p, q ≡ 3, 5, 13, 19, 27, 45 (mod 56).
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