
J Appl Biol Chem (2018) 61(3), 213−217

https://doi.org/10.3839/jabc.2018.031

Online ISSN 2234-7941

Print ISSN 1976-0442

Article: Biochemistry/Molecular Biology

pH-dependence in the inhibitory effects of Zn2+and Ni2+ on tolaasin-
induced hemolytic activity

Yeong-Bae Yun1  · Tae-Keun Choi1  · Young-Kee Kim1 

Zn2+와 Ni2+에 의한 톨라신 용혈활성 저해효과의 pH 의존성

윤영배1 · 최태근1 · 김영기1

Received: 29 May 2018 / Accepted: 11 June 2018 / Published Online: 30 September 2018

© The Korean Society for Applied Biological Chemistry 2018

Abstract Tolaasin secreted by Pseudomonas tolaasii is a

peptide toxin and causes brown blotch disease on the cultivated

mushrooms by collapsing cellular and fruiting body structure.

Toxicity of tolaasin was evaluated by measuring hemolytic

activity because tolaasin molecules form membrane pores on the

red blood cells and destroy cell membrane structure. In the previous

studies, we found that tolaasin cytotoxicity was suppressed by

Zn2+ and Ni2+. Ni2+ inhibited the tolaasin-induced hemolysis in a

dose-dependent manner and its Ki value was 1.8 mM. The

hemolytic activity was completely inhibited at the concentration

higher than 10 mM. The inhibitory effect of Zn2+ on tolaasin-

induced hemolysis was increased in alkaline pH, while that of

Ni2+was not much dependent on pH. When the pH of buffer

solution was increased from pH 7 to pH 9, the time for 50%

hemolysis (T50) was increased greatly by 100 µM Zn2+; however,

it was slightly increased by 1 mM Ni2+ at all pH values. When the

synergistic effect of Zn2+ and Ni2+ on tolaasin-induced hemolysis

was measured, it was not dependent on the pH of buffer solution.

Molecular elucidation of the difference in pH-dependence of these

two metal ions may contribute to understand the mechanism of

tolaasin pore formation and cytotoxicity.

Keywords Hemolysis · Metal ions · Oyster mushroom (Pleurotus

ostreatus) · Peptide toxin · Synergistic effect

서 론

느타리버섯(Pleurotus ostreatus)은 인공재배에 의해 주로 생산되

며, 가장 높은 소득을 보장하는 작물중의 하나로, 최근 성인병

과 관련한 다양한 효능이 보고되어 건강식품으로서의 가치가 높

다[1]. 또한, 버섯이 갖고 있는 항산화 물질은 높은 활력을 보

여 DNA 손상과 암을 일으키는 자유라디칼의 생성을 감소시켜

신체를 보호하는 역할을 한다[2]. 그럼에도 불구하고 최근 느타

리버섯의 재배면적은 점차 감소하고 있으며, 이것의 주요 원인

은 세균성 갈반병의 잦은 발병이다[3]. 갈반병은 Pseudomonas

tolaasii에 의해 발생하는 세균병으로 수분함량이 높고 부드러운

조직을 가진 모든 버섯에서 나타난다[4]. 갈반병의 보고는 1915

년 Tolaas에 의해 이루어졌으며[5], 느타리버섯뿐만 아니라 양송

이버섯(Agaricus bisporus) 및 팽이버섯(Flammulina velutipes)

등에도 심각한 피해를 주고 있어, 유럽을 비롯한 여러 국가에

서 양송이버섯 재배를 대상으로 많은 연구가 이루어져 왔다[6].

갈반병의 발생은 주로 버섯 자실체 형성 초기에 P. tolaasii가

감염되어 나타난다. 일단 병이 발생하면 어린 버섯의 경우 조

직 전체가 괴사하여 녹아 내리며, 성장한 버섯에는 갓 조직에

갈색반점을 형성하여 버섯 조직을 진한 갈색으로 변화시키고 악

취를 발생시켜 상품성을 없앤다[7]. 갈반병은 발병의 예측이 어

려우며, 병이 발생하면 재배상과 재배단지 전체에 빠르게 번져

수확이 불가능하게 된다[4]. 국내에서 갈반병에 대한 연구는 피

해 규모와는 달리 상대적으로 미흡한 수준이다. 다만, 병원균의

분리 및 동정, 특성연구에서 느타리버섯과 팽이버섯을 대상으로

갈반병을 일으킬 수 있는 세균을 흰색침강선형성검정법(white
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line test)과 버섯조직함몰검정법(pitting test) 등으로 P. tolaasii

와 P. agarici를 분리하였으며, P. tolaasii가 갈반병의 원인균주

임을 확인하였다[4,6]. 이 균주가 분비하는 톨라신은 버섯 세포

막을 파괴하여 갈반병의 직접적인 원인인 것으로 확인되었다[8].

톨라신의 버섯 세포막 파괴에 대한 명확한 기작은 자세히 밝혀

지지 않았으나, 톨라신 펩티드의 세포막 결합 및 유입, 막에서

의 다중화결합을 통한 pore 형성, 형성된 pore를 통한 용질의

이동으로 삼투압 교란을 일으켜 버섯 세포의 파괴가 일어나는

것으로 확인되고 있다[9].

톨라신은 antimicrobial peptide의 일종으로, 이 펩티드의 독성

평가에는 양송이버섯을 이용한 버섯조직함몰검정법(pitting test)

이 알려져 있으나[10], 이 방법은 관측 시간이 오래 걸리고 독

성의 정량적 평가가 어렵다. 반면, 적혈구를 이용한 용혈활성검

정법(hemolysis)은 측정 시간이 빠르며, 독성의 정량 및 정성평

가에 용이하다[11]. 본 연구에서는 용혈활성검정법을 이용하여

다양한 금속이온의 톨라신 용혈활성 저해 특성을 조사하던 중

기존에 저해효과가 알려진 Zn2+에 더하여 Ni2+이 톨라신의 세

포독성을 저해함을 발견하고[12], pH 변화에 따른 Zn2+와 Ni2+

의 작용특성을 조사하였으며, 두 이온을 함께 처리하였을 때의

세포독성 저해 효과 상승작용을 확인하였다.

재료 및 방법

톨라신의 분리 및 정제

P. tolaasii 6264 균주를 PAF 액체배지에 접종한 후, 25 oC에서

18시간 이상 정체기에 도달하도록 진탕배양하였다. 균주 배양액

을 8,000 rpm으로 30분간 원심분리하여 세균을 제거한 후, 배

양여액을 취하여 30%의 ammonium sulfate를 가하고, 4 oC에서

1시간 동안 정치하였다. 이 후에 SW28 rotor (Beckman

Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA)를 이용하여 20,000

rpm에서 1시간 동안 초원심분리하여 침전을 분리하였다. 원심

분리로 침전시킨 톨라신을 완충액으로 재현탁하고 실온에서 4

시간 동안 투석하여 glass-teflon으로 균질화한 후 분액으로 만

들어 −80 oC에서 보관하며 사용하였다.

톨라신의 용혈활성 측정

톨라신의 용혈활성은 쥐의 적혈구를 이용하여 측정하였다. 용혈

활성 측정에 사용한 적혈구는 HBS 완충액으로 10배 희석한 후

반응용액에 1%가 되도록 첨가하였다[11]. 37 oC에서 1% 적혈

구액을 30분 이내에 모두 용혈시키는 톨라신의 농도를 1 HU

(Hemolytic unit)로 정하여 사용하였다. 용혈활성은 UV/Vis 분

광광도계(U-2000, Hitachi, Tokyo, Japan)를 이용하여 600 nm

에서 흡광도의 감소를 측정하여 결정하였다. pH 변화에 따른

활성변화를 측정하기 위하여 사용한 pH 6과 7 완충액은 10 mM

HEPES 완충액에 생리식염수(150 mM NaCl, 5 mM KCl,

1 mM MgSO4) 성분을 가하여 만들었고, pH 8과 9는 10 mM

Tris 완충액으로 제조하였다. Zn2+와 Ni2+의 농도에 따른 용혈활

성은 기존의 톨라신 용혈활성 측정방법을 기본으로 하여 Zn2+

와 Ni2+을 HBS 완충액에 10% (v/v)가 되도록 첨가하여 측정하

였다.

결 과

Zn2+와 Ni2+의 동시 첨가에 따른 상승효과

톨라신은 세포막에 pore를 형성하여 세포독성을 나타내며 Zn2+

와 같은 2가 금속이온에 의해 가역적으로 저해됨이 보고되었다

[13]. 적혈구를 이용한 용혈활성 측정에서 톨라신의 작용특성을

밝히기 위하여 2가 양이온인 Zn2+와 Ni2+의 효과를 측정하였다.

Zn2+와 Ni2+의 톨라신 저해 농도를 조사하였을 때, Zn2+는 100

µM 이상의 농도에서 용혈활성을 저해하기 시작하여 500 µM 이

상의 농도에서 용혈활성을 완전히 저해하였다. 그러나 Ni2+은

100 µM 이상의 농도에서 저해하기 시작한 것은 Zn2+와 같으나,

10 mM 이상의 농도가 되어야 톨라신의 용혈활성을 완전히 저

해하였다(Fig. 1). Zn2+와 Ni2+의 Ki 값은 각각 170 µM과 1.8

mM로 Zn2+보다 Ni2+이 농도기준으로 약 10배 낮은 저해 효과

를 보였다.

용혈활성에 대한 금속이온의 저해효과를 조사하기 위하여 Zn2+

와 Ni2+을 톨라신과 함께 적혈구에 처리하였다. 금속이온의 농

Fig. 1 Effects of Zn2+ and Ni2+ on the tolaasin-induced hemolysis. Dose

responses of Zn2+ and Ni2+ on hemolysis were measured at various

concentrations from 1 µM and 50 mM

Fig. 2 Additive effect of Zn2+ and Ni2+ on the tolaasin-induced

hemolysis. Effects of 100 µM Zn2+ and 1 mM Ni2+ were measured at pH

7
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도는 톨라신의 활성을 20-30% 저해하는 농도로, Zn2+와 Ni2+을

각각 Ki 값보다 낮은 농도인 100 µM과 1 mM이 되도록 반응용

액에 첨가하였다. 이러한 조건에서 Zn2+와 Ni2+은 20분 후에 톨

라신의 용혈활성을 각각 50%와 25% 저해하였으나, 두 금속이

온을 함께 처리하였을 경우에는 용혈활성이 약 90% 이상 저해

되어 톨라신의 세포독성이 거의 완전히 저해되었다(Fig. 2). 각

저해실험에서 톨라신에 의해 용혈활성이 50% 일어나는 시간인

T50을 비교해보면, 톨라신만을 처리한 대조구는 14.5분, Zn2+의

경우는 19.9분, Ni2+을 추가한 경우는 16.7분으로 대조실험 조

건에 비하여 각각 5.4분과 2.2분의 시간이 지연되어 용혈작용이

이 두 금속이온에 의해 저해됨을 확인하였다. 그러나, 같은 농

도의 Zn2+와 Ni2+을 동시에 첨가한 경우에는 시간이 경과하여

도 적혈구의 용혈이 크게 증가하지 않아 T50을 측정할 수 없었

다. 이는 Zn2+와 Ni2+을 함께 처리하였을 때, 이들에 의한 톨라

신 세포독성 억제효과가 크게 증가하는 상승작용이 있음을 보

인다.

pH에 따른 Zn2+와 Ni2+의 톨라신 활성억제 효과

톨라신에 의한 용혈활성은 반응용액의 pH 변화에 따라 좌우된

다. 용액의 pH가 증가할 때 톨라신의 세포독성이 커져 T50이

15분에서 10분으로 감소함을 확인하였다[14]. 반응용액의 pH 변

화에 따라 Zn2+와 Ni2+의 톨라신 저해 특성을 알아보기 위하여,

pH별 반응용액을 만들어 Zn2+와 Ni2+을 첨가하고 용혈활성 변

화를 측정하였다(Fig. 3). 먼저, 100 µM Zn2+를 처리한 경우에

pH 6에서는 대조실험에 비하여 톨라신의 용혈에 큰 변화가 없

었다(Fig. 3A). pH 7에서는 Zn2+가 용혈작용을 지연시켰으나,

30분이내에 용혈이 90% 이상 완료되었고 T50은 약 5.5분 증가

하여 톨라신의 독성이 저해되었다. 반면, 염기성인 pH 8과 9에

서는 Zn2+에 의해 톨라신의 용혈활성이 각각 40%와 90%까지

크게 저해되었다. 한편, 1 mM Ni2+을 처리한 경우에는 대조구

와 비교하여 톨라신 용혈활성의 저해가 10-15%로 작게 나타났

으며 이러한 저해효과가 모든 pH에서 고르게 나타나 pH 변화

에 의한 효과는 거의 관측되지 않았다(Fig. 3B).

pH 변화에 따른 Zn2+와 Ni2+의 톨라신 용혈활성 저해곡선에

서 T50을 측정하여 보면 같은 +2가 전이금속 이온이라도 Zn2+

와 Ni2+의 톨라신 활성저해가 용액의 pH에 따라 뚜렷한 차이

를 보였다(Fig. 4). 먼저, 1 mM Ni2+을 처리한 실험구에서는 대

조구와 비교하여 T50이 모든 pH에서 약 1.9-3.1분의 차이를 보

이며 11.9-16.8분으로 측정되었다. 이것은 대조실험에 비하여 용

혈활성이 약 10-15% 저해된 것으로, Ni2+의 효과는 pH 변화에

좌우되지 않음을 나타낸다. 그러나 Zn2+의 톨라신 용혈활성 저

해효과는 알칼리 조건에서 크게 증가하였다. Zn2+를 첨가한 실

험구에서는 pH 6과 pH 7에서는 T50이 대조구와 큰 차이가 없

었으나, pH가 증가할수록 Zn2+에 의한 저해정도가 크게 나타났

고, 특히 pH 9에서는 T50이 약 80분으로 증가하였다. 같은 전

이금속의 2가 양이온임에도 톨라신의 세포독성 저해효과는 알

칼리 조건에서 매우 큰 차이가 있었다.

pH 변화에 따른 Zn2+와 Ni2+의 상승효과

Zn2+와 Ni2+은 각각을 단독 처리하였을 때보다 동시에 처리하였

을 때 톨라신의 용혈활성 억제 효과가 크게 증가하였다(Fig. 1).

또한, Zn2+는 알칼리 조건에서 용혈활성 억제 효과가 크게 나

타남을 확인하였다(Fig. 4). Zn2+와 Ni2+의 동시 처리에 의한 상

승효과와 용액의 pH 변화의 상관성 여부를 조사하였다. pH 6-

9의 범위에서 100 µM Zn2+와 1 mM Ni2+을 동시에 처리하여

용혈활성을 측정하면서 20분 후에 용혈정도를 측정하였다.

앞에서의 결과와 마찬가지로 Zn2+만을 단독 처리한 경우에

Fig. 3 pH-dependence of Zn2+ and Ni2+ effects on tolaasin-induced

hemolysis. (A) Effects of 100 µM Zn2+ at various pH. (B) Effects of 1

mM Ni2+at various pH

Fig. 4 T50, time for 50% tolaasin-induced hemolysis, was measured at

different pH values
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용액의 pH가 증가함에 따라 톨라신의 용혈활성을 현저하게 저

해되었다. Zn2+는 pH 6에서 20% 미만, pH 7에서는 약 50%의

용혈활성 저해효과를 보였으나, pH 8에서는 저해가 크게 증가

하여 약 75%의 용혈활성을 저해하였으며, pH 9에서는 90% 이

상 저해하였다(Fig. 5). 반면, Ni2+을 단독 처리한 경우에는 pH

6-9에서 약 5-25%를 저해하였으며 pH 7에서 가장 큰 저해효과

를 보였다. 두 이온을 동시에 첨가하였을 때, 상승효과는 모든

pH에서 크게 관측되었다. pH 6과 7에서는 각각 이온의 단독

저해효과가 크지 않았음에도, 용혈활성 저해효과가 크게 증가하

여 동시처리시에 상승효과가 관측되었다. 또한, pH 8과 9에서

도 Zn2+와 Ni2+의 동시처리가 큰 저해효과를 보였으나, 알칼리

조건에서는 Zn2+의 단독처리 효과가 매우 크게 나타나 동시처

리시에 얻어진 저해효과 상승작용도 주로 Zn2+에 의해 기여되

는 것으로 판단된다.

고 찰

본 연구실에서는 톨라신의 용혈활성을 저해하는 다양한 물질의

작용기작을 확인하였다. Zn2+는 펩티드성 pore-forming toxin의

활성을 저해하는 것으로 알려져 있으며, 특히 톨라신 독소의 경

우 세포막 결합보다는 세포막에 형성된 pore의 통로를 막아 세

포독성을 저해한다고 보고하였다[13]. Tolaasin inhibitory factor

로 불리는 지방산 에스터 화합물의 계면활성제는 톨라신과 같

은 pore-forming 펩티드의 작용 과정 중 분자다중체 형성 단계

를 저해함으로써 버섯 세포막에 pore 형성을 막아 갈반병 발생

을 억제하는 것으로 밝혀졌다[15]. 또한, Ni2+에 의한 톨라신의

용혈활성 저해도 적혈구 세포막에 생성된 톨라신 pore의 이온

통로를 막아서 나타날 것이라고 제안하였다[12].

같은 +2가 전이금속 이온임에도 염기성 pH에서 Zn2+와 Ni2+

의 용혈활성 저해가 큰 차이를 보이는 것은 이들이 pH의 변화

에 따라 서로 다른 이온형태로 존재하여[16,17], 톨라신이 막에

형성한 pore와의 결합력이 달라지는 것으로 생각된다. 아연 이

온은 pH 6과 7에서 Zn2+의 형태가 대부분인 반면, pH 8에서는

주로 Zn2+와 Zn(OH)+, pH 9에서는 Zn2+ 형태는 거의 없고

Zn(OH)+와 Zn(OH)2의 형태로 존재한다. 중성 pH에서는 톨라신

의 C말단에 있는 amine기의 양전하와 Zn2+가 상대적으로 반발

력을 가질 수 있으나, 염기성 pH에서는 톨라신의 양전하도 감

소하고, 아연 이온도 +2가가 아닌 +1가의 Zn(OH)+ 이온형태를

띠어 톨라신과의 결합력이 더 커질 수 있을 것으로 생각된다.

반면, 니켈 이온은 pH 6과 7에서 Ni2+, NiOH+의 형태 중 주로

Ni2+ 형태로 존재하며, pH 8과 9에서는 Ni2+, NiOH+, Ni(OH)2

의 형태로 존재하나 Ni(OH)2가 주된 화학종이다. 이와 같이 두

금속이온은 염기성 pH에서 OH−와 결합하며 다양한 이온 형태

가 되지만, 아연 이온은 염기성 pH에서 약 50%가 Zn(OH)+의

형태로, 니켈 이온은 주로 Ni(OH)2의 형태로 존재하며 1 mM의

Ni2+을 용해하였을 때 염기성 pH에서는 Ni2+은 10−5-10−7 M,

Ni(OH)+은 10−7-10−8 M까지 감소하여 톨라신 용혈활성 억제 효

과가 낮아지는 것으로 보인다.

톨라신 분자의 C-말단은 lactone ring 구조를 가지며, 여기에

는 amine기를 가진 두 개의 염기성 아미노산을 포함한다[18,19].

이들의 전하량은 반응용액의 pH에 따라 달라질 수 있음을 의

미한다. 이를 근거로 Kim 등[14]은 톨라신 펩티드가 중성 pH

보다 염기성 pH에서 amine기의 양전하 감소로 인한 세포막 결

합력 증가로 pore 형성이 용이하여 용혈활성이 증가한다고 제

안하였다.

Zn2+에 의한 톨라신 용혈활성 저해효과는 염기성 pH에서 크

게 나타났다. 반면, Ni2+에 의한 톨라신의 용혈활성 저해는 반

응용액의 pH 변화와 무관하였다(Figs. 3과 4). 이는 pH 변화에

따른 톨라신의 용혈활성 저해에 Zn2+가 크게 기여하였음에도

Ni2+에 의한 저해가 작지만 모든 pH에서 나타났기에 이들에 의

한 상승작용은 모든 pH에서 관측되었다. Ni2+은 T-형 Ca2+ 이

온통로의 효과적인 저해제로서, 막에 형성된 pore와 결합하여

이온의 이동을 막는다[20]. Pore-forming 펩티드인 톨라신에서도

마찬가지로 분자다중체 결합을 통해 형성된 톨라신 pore에 Ni2+

이 결합하여 용혈활성을 저해하는 것으로 알려져 있다. 이들 두

금속이온이 모두 톨라신 pore를 막아 톨라신의 용혈활성을 저

해하기에 동시 처리시 각각의 저해활성이 더해져 상승효과를 보

일 것이라고 쉽게 예상할 수 있다. 그러나 실제 측정된 톨라신

세포독성의 저해효과는 이들의 단순 가산치보다 더 커져 상승

효과가 뚜렷하게 나타났다. 이는 톨라신에 의해 세포막에 형성

된 pore를 Zn2+와 Ni2+이 함께 작용하여 저해하나 상호간에 서

로의 작용을 증진시키는 또 다른 작용이 있음을 의미한다.

초 록

Pseudomonas tolaasii에 의해 분비되는 톨라신은 펩티드 독소로

서, 버섯 자실체 구조와 세포를 파괴하여 갈반병을 일으킨다.

톨라신의 독성은 용혈활성을 측정함으로서 평가하며, 이는 톨라

신 분자가 적혈구 막에 pore를 형성하여 세포 구조를 파괴하기

때문이다. 이전 연구에서, Zn2+ 뿐만 아니라 Ni2+이 톨라신의 세

포독성에 억제효과를 가짐을 확인하였다. Ni2+은 농도가 증가함

에 따라 톨라신에 의한 용혈작용을 저해하였으며, 이의 Ki 값

은 1.8 mM이었다. 용혈활성은 10 mM 이상의 농도에서 완전히

저해되었다. Ni2+의 효과는 pH에 따라 크게 변하지 않았으나,

Fig. 5 Synergistic inhibitory effect of Zn2+ and Ni2+ on the tolaasin-

induced hemolysis. Toaasin-induced hemolysis was measured at the

presence of both 100 µM Zn2+ and 1 mM Ni2+ at the indicated pH
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Zn2+의 톨라신 세포독성 억제 효과는 염기성 pH에서 크게 증

가하였다. 완충액의 pH를 7에서 9로 증가시키면, 50% 용혈작

용이 일어나는 시간인 T50은 1 mM Ni2+에 의해 조금 증가하였

으나 100 µM Zn2+에서는 크게 증가하였다. Zn2+와 Ni2+을 반응

용액에 동시에 처리하였을 때, 두 양이온의 상승효과는 모든 pH

에서 나타났다. 서로 다른 pH 의존성을 보이는 두 금속이온의

분자적 설명은 톨라신의 pore 형성과 세포 독성에 관한 기작의

이해에 기여할 것이다.
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