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갯벌 방선균 유래 Boholamide A의 구조 및 생리활성에 대한 연구
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Abstract – LC/MS approach targeting secondary  metabolites of bacterial strain resulted in the discovery of boholamide A (1),

from the culture of marine actinomycete strain which was isolated from a tidal mudflat in Muan, Republic of Korea. Bohol-

amide A (1), a cyclodepsipeptide with HDMN, APD, glycine, and valine was structurally determined by using 1D/2D NMR

spectroscopy, mass spectrometry and UV spectroscopy. Boholamide A (1) showed the inhibitory activity against Bacillus sub-

tilis, with IC
50
 value of 0.08 mM.
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해양은 지구 표면적의 71%를 차지하며 갯벌과 같은 퇴적

층을 포함해 여러 환경으로 이루어져 있다. 해양미생물들은

다양한 온도와 염도, 수압, 빛, 영양 조건의 해양환경에 적

응하기 위해 여러 이차 대사 물질을 생산한다.1,2) 이러한 해

양 천연물은 생물학적 활성을 나타내며, 의약품 및 식품 보

조제로서의 잠재력을 가지고 있다. 1985년부터 2012년 사

이 해양에서 분리된 생리 활성 물질 4196개 중 37%가 해

양 미생물에서 발견되었고, 그 중 47%는 해양 방선균의 이

차대사물질로부터 보고되어, 해양 방선균은 생리활성 물질

생산의 중요한 자원으로 인식되고 있다.3) 해양 방선균은 항

산화,4) 항균, 면역 조절 및 항암 활성을 포함하는 생리 활

성을 가지는 천연물을 생산하는데,5,6) 이러한 다양한 생리

활성은 polyketides, terpenes, alkaloids, fatty acids 및 peptides

등 여러 구조의 물질로부터 발생한다.6-9) 최근까지도

portobelamides,10) fusaindoterpene,11) citronamine A12)와 같

이 구조적으로 새롭고 생리 활성을 보이는 해양 방선균 유

래 이차 대사 산물에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 

해양 환경 중에서도 만조와 간조가 반복되며 높은 염분과

수압, 온도, 일조량에 극심한 변화가 나타나는 갯벌에서 서

식하는 방선균은 보고되지 않은 특이성이 있는 균주일 가

능성이 높고, 새로운 이차 대사 산물을 생산할 것이라 생각

하였다. 이에 람사르 습지 1732호로 지정된 서해 무안 황토

갯벌에서 시료를 채집하여 방선균을 분리하였다. 분리된 방

선균들을 소량 배양한 후, 배양액 추출물의 LC/MS screening

을 진행하여, 균주가 생산하는 이차 대사 산물의 자외선흡

광 스펙트럼 및 질량분석을 통해 대사물질의 화학적 특징

을 분석하였다. 이후 actinomycete에 속하는 균주 JMS59가

자외선 흡광스펙트럼 분석 결과 225 nm와 265 nm에서 최

대 흡수파장을 보이고, 질량 대 전하비(m/z) 466 값을 가지

는 물질을 다량 생성하는 것을 확인하였다. 이에 peptide성

물질이 생산되었음을 예상하였고, 선택된 균주의 중량 배양

후, 배양액의 추출을 진행하여, 목표하고자 한 이차 대사 물

질을 분리 및 정제하였다. 이후 핵자기공명스펙트럼, 질량

분석을 통한 물질의 구조 규명을 진행하였다. 본 연구에서

는 해당 물질이 기존에 알려진 cyclodepsipeptide 구조의

boholamide A(1) 임을 밝히고, 새로운 항균 생리활성의 검

정결과를 보고하며, 항균 물질 자원으로서의 사용 가능성을

제시하고자 한다.

재료 및 방법

균주 분리 –시료는 2020년 8월 무안 황토갯벌에서 지표

면 5-10 cm 깊이의 토양시료를 채취하였다. 분리배지는
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KUSTER agar(glycerol 10 g, casein 0.3 g, K2HPO4 2 g, NaCl

2 g, MgSO4 0.05 g, CaCO3 0.02 g, FeSO4 0.01 g, agar 18 g,

1 L of sea water), 항생물질은 cycloheximide(25 mg/L),

nalidixic acid(10 mg/L)을 사용하여 분리배지를 제작하였고,

배지에 도말하여 방선균주를 선택적으로 분리하였다. 

균주 분류 및 동정 – 균주는 16s rRNA 염기서열 분석을

통해 GenBank database 비교를 하여 동정하였고, Nocardiopsis

dassonvillei와 99%의 유사도를 확인하였다. 시료 및 균주는

전남대학교 약학대학 약품분석학 연구실에 보관 중이다.

기기 및 시약 – 1H 및 13C NMR, 1H-1H COSY, TOCSY,

HSQC, HMBC, NOESY NMR 측정을 위해 600MHz NMR

spectrometer(BRUKER, USA)를 이용하여 측정하였다(한국

기초과학지원연구원 광주센터, 한국). NMR 분석에 사용한

용매는 DMSO-d
6
를 사용하였다. High resolution mass

spectrometry는 JMS-T200GC GC/HRTOFMS system(JEOL,

Japan)을 사용하였다(전남대학교, 광주, 한국). LC/MS는

Agilent G6125B MSD system에 연결된 Agilent 1260 Infinity

II LC system(Agilent Technologies, USA)를 이용하였고,

column은 Phenomenex Luna C18, 100 mm × 4.6 mm, 5 µm

(Phenomenex, USA)를 사용하였다. Semiprep HPLC는

1525 binary HPLC pump(Waters Corporation, USA)를 이

용하였고, column은 YMC-Pack ODS-A-C18, 250 mm ×

10 mm, 5 µm(YMC, Japan)을 사용하였다. 

추출 및 분리 – 분리 배지를 통해 분리한 균주를 YEME

agar(glucose 10 g, yeast extract 3 g, malt extract 3 g, peptone

5 g, soybean extract 2 g, agar 18 g, 1 L water) 배지에 선

조접종을 통하여 균주를 얻었다. YEME broth 배지에 배양

후 LC/MS screening을 진행하여 물질 1의 생산을 확인하였

다. 이후 1 L erlenmeyer flask에 YEME 배지를 이용하여

400 mL씩 총 10 L 배양하였고, 5일째에 원심분리기

(Labogene, Denmark)를 통해 cell을 제거 후, filter paper

(Chmlab, Spain) 및 진공펌프를 사용하여 배양액만을 여과

하였다. 얻어진 여액에 대해 역상 고체 추출법을 진행하였

고, 고정상은 ODS-A C18, 50 µm silica gel(YMC, Japan)을

column에 충진하여 사용하였다. 용매 분획은 MeOH:H2O

=20:80, 40:60, 60:40, 80:20, 100:0 순으로 용리하여 진행하

였고, MeOH:H2O=80:20 분획을 감압농축하여 물질 1이 존

재하는 혼합 분획물을 얻었다. 분획물을 대상으로 semiprep

HPLC를 수행하였고, 이 때 이동상은 단일농도로서 50:50

H2O/acetonitrile(0.1% formic acid)을 사용하였으며, 유속 2

mL/min로 이동상을 흘려주었을 때 33분에 용출된 물질 1을

12 mg 얻었다. 

Boholamide A(1) – white solid; UV, λMAX 225, 265 nm;
1H and 13C NMR, Table I; HRMS m/z 465.28516 [M]+,

(calcd for C24H39N3O6, 465.28389).

항균활성 – Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Bacillus subtilis, Erwinia rhapontici, Candida albicans에

대한 항균활성을 시험하였다. 병원균을 12시간 키운 다음

OD600 측정 후 초기 농도를 OD600=0.0008로 맞추어 실험을

하였다. 물질은 10 mg/mL 농도로 DMSO에 녹여 준비하였

고, 초기농도 0.41 mM로 Mueller Hilton broth를 사용하여

연속 2배 희석하여 96-well plate에 준비하였다. 각 well에

병원균을 분취하고 37°C에서 배양 후, 24시간까지 600nm

에서 흡광도(OD)를 측정하여 균 성장 저해도를 확인하고자

하였다. Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus

subtilis, Erwinia rhapontici에 대한 positive control로

gentamycin을 사용하였고, Candida albicans에 대한 positive

control로는 cycloheximide를 사용하였다.

결과 및 고찰

무안 황토 갯벌을 채집하여 방선균주를 선택적으로 분리

하였고, 본 연구에 사용한 JMS59 균주에 대해 LC/MS

screening을 진행하였다. 이 후 UV λMAX 225, 265 nm; m/z

466.3 인 대사물질을 목표하여 분획 및 HPLC를 이용하여

물질 1을 분리하였다. 물질 1의 분자식은 HRMS와 1H, 13C

NMR 분석을 통해 C24H39N3O6로 결정되었다. HRMS m/z

465.28516 [M]+, (calcd for C24H39N3O6, 465.28389).

1H NMR의 spectrum 분석 결과, 물질 1은 4개의 olefinic

proton, 1개의 O-methyl기, 3개의 exchangeable proton을 확

인할 수 있었고, aliphatic chain과 메틸기들이 분포함을 알

수 있었다. 또한 13C 및 HSQC NMR 분석을 통해, 4개의

carbonyl carbon(δC 167.0, 168.3, 169.0-중첩), 4개의 methylene,

4개의 olefinic carbon의 존재를 확인하였다(Table I). 물질 1

의 spectral data를 문헌13,14)과 비교하여 boholamide A로 동

정하였고(Fig. 1), 1H-1H COSY, TOCSY, HSQC, HMBC,

NOESY 분석을 진행하여 3-hydroxy-4,6-dimethyl-2-methoxy-

nonanoic acid(HDMN), 4-amido-2,4-pentadieneoate(APD),

glycine, valine를 가진 cyclodepsipeptide임을 밝혔다(Fig.

2, 3).

Boholamide A(1); HDMN의 부분 구조는 COSY, TOCSY,

HMBC correlation을 통해 규명하였다. COSY 및 TOCSY

correlation은 aliphatic chain의 연결을 보여주며, δH-12 3.29와

δC-2 78.8 간의 HMBC correlation과 3번 위치의 수소와 탄

소의 화학적 이동값(δH 5.13, δC 73.8)을 통해 methoxy group

이 존재함을 확인하였다. APD 구조는 COSY, TOCSY,

HMBC correlation을 통해 구조를 규명하였고, δNH 9.64, δC-1

167.0이 rakicidina A의 APD와 유사한 값을 나타내는 것을

확인하였다.15) δH-2 6.34와 δH-3 6.83의 coupling constants 값이
3JHH=15 Hz로 trans 이중결합을 가지고 있음을 보여준다. 또

한 δH-5 5.65, 5.42의 말단 methylene group으로부터 δC-3

138.1, δC-4 137.4 로의 HMBC correlation을 확인하여 APD
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구조를 분석하였다. δH 7.66, 8.78 및 9.64의 exchangeable

proton을 확인하였다. Glycine과 valine은 COSY correlation

에서 대표적인 특징을 나타냈는데, NH (δH 7.66) 와 Hα (δH

4.17, 3.51, δC 44.2), Hα의 δH 4.17과 δH 3.51간의 COSY

Table I. 1H and 13C-NMR data of boholamide A (1) in DMSO-d
6

a

unit no. δ 13C, type δ 1H, mult (J Hz)

HDMN 1 168.3, C

2 78.8, CH 4.08, d (9.0)

3 73.8, CH 5.13, dd (9.0, 2.0)

4 30.0, CH 2.09, m

5 40.6, CH
2

1.21, m; 0.91, m

6 28.8, CH 1.55, m

7 38.6, CH
2

1.19, m; 0.99, m

8 19.4, CH
2

1.31, m; 1.22, m

9 14.3, CH
3

0.84, t (7.0)

10 14.2, CH
3

0.93, d (6.0)

11 19.7, CH
3

0.82, d (6.0)

12 56.8, O-CH
3

3.29, s

APD 1 167.0, C

2 119.0, CH 6.34, d (15.0)

3 138.1, CH 6.83, d (15.0)

4 137.4, C

5 116.0, CH
2

5.65, s; 5.42, s

NH 9.64, s

Gly 1 169.0, C

2 44.2, CH
2

4.17, dd (17.0, 5.0); 3.51, dd (17.0, 8.0)

NH 7.66, dd (8.0, 5.0)

Val 1 169.0, C

2 57.6, CH 4.29, dd (9.5, 7.0)

3 31.5, CH 1.94, dq (7.0, 7.0)

4 19.3, CH
3

0.87, d (7.0)

5 18.3, CH
3

0.87, d (7.0)

NH 8.78, d (9.5)

a1H and 13C data were recorded at 600 and 125 MHz, respectively.

Fig. 1. Structure of boholamide A (1). Fig. 2. 1H-1H COSY correlations of boholamide A (1).
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correlation으로부터 glycine임을 확인하였고, NH (δH 8.78)와

Hα (δH 4.29, δC 57.6)의 COSY correlation으로부터 valine임

을 확인할 수 있었다. HDMN의 δH-3 5.13와 APD의 δNH

9.64는 각각 HDMN의 δC-1 168.3 과 HMBC correlation을

보이며 amide 결합되어 있음을 확인하였다. 또한, HDMN의

δH-3 5.13과 valine의 δH-2 4.29는 동시에 valine의 δC-1 169.0

과 HMBC correlation을 나타내어 ester 구조임을 규명하였

다. 마지막으로 APD의 δH-2 6.34, δH-3 6.83과 glycine의 δH-2

4.17, 3.51은 APD의 δC-1 167.0와 HMBC correlation을 확인

하여 최종 cyclodepsipeptide 구조임을 알 수 있었다. 밝혀

진 물질의 입체구조 규명을 위하여 coupling constant 값 분

석 및 NOESY correlation을 각각 확인하였다. HDMN의 δH-2

4.08와 δH-3 5.13의 coupling constants 값이 3JHH=9 Hz로

anti configuration임을 확인하였고, HDMN의 δH-3 5.13, δH-10

0.93과 valine의 δH-2 4.29 사이의 NOESY correlation을 통

하여 상대적 입체 구조를 결정할 수 있었다(Fig. 3). 이는 앞

서 보고된 boholamide A의 입체구조와 비교하여 동일함을

확인하였다.

Boholamide A의 항균 활성 실험은 Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Erwinia rhapontici, Candida

albicans에 대해 진행하였으며, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Erwinia rhapontici, Candida albicans에

대해서는 뚜렷한 활성 효과가 나타나지 않은 반면, Bacillus

subtilis에 대해서 IC50가 0.08 mM로서 저해 활성을 보였다. 

결 론

전남 무안 황토갯벌로부터 방선균을 분리하였고, 균주 배

양, 추출 후 분획물을 얻었다. HPLC를 이용하여 물질을 순

수 분리한 후 NMR 및 질량분석, 분광학적 분석을 통해 물질

의 구조를 boholamide A로 동정하였다. 문헌13)에 따르면

boholamide A는 human meningioma cell인 CH157에 대한

저해 활성을 가지고 있다고 보고된 바 있으며, 본 연구를 통

해 새로이 밝혀진 Bacillus subtilis에 대한 항균 활성을 나

타냄을 확인하였다. 이에 본 연구결과는 향후 갯벌 서식 방

선균주의 생리활성 이차대사물질연구에 대한 가능성을 제

시하였다고 사료된다. 
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