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Abstract Brown blotch disease of oyster mushrooms is caused

by tolaasin and its analog peptide toxins which are produced by

Pseudomonas tolaasii. Tolaasin peptides form pores in the plasma

membrane and destroy the fruiting body structure of mushroom.

Lysis of red blood cells, hemolysis, can be occurred by cytotoxic

activity of tolaasin. The hemolytic activity of tolaasin is inhibited

by metal ions, such as Zn2+ and Ni2+. When Gadolinium ion

was added, a biphasic effect was observed on tolaasin-induced

hemolysis, an increase in hemolysis at submillimolar concentrations

and an inhibition at millimolar concentrations. The mechanism of

gadolinium ion-induced inhibition of tolaasin activity may not be

similar to those of the inhibitions by other metal ions. Since

gadolinium ion has been reported to change a lateral pressure of

lipid membrane by binding to the negative charges of membrane

lipids, it may not directly work on the tolaasin channel gating, but

rather decrease the stability of tolaasin channel by increasing

firmness of membrane.

Keywords Gadolinium · Membrane rigidity · Pseudomonas
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서 론

다양한 버섯 중에서 느타리버섯은 국내에서 상업적으로 가장 활

발히 재배되고 유통되는 버섯으로, 주요 영양성분은 물론 항암

및 항균 물질을 포함하고 있어 국제적으로도 많은 소비가 이루

어지고 있다[1]. 느타리버섯은 전문적인 농가에서 재배되나, 버

섯의 자실체 표면에 갈색 반점이 생성되는 갈반병의 잦은 발병

으로 농가는 큰 피해를 입고 있다. 이 병은 한번 발생하면 재

배단지 전체에 빠르게 퍼질 수 있어 버섯 재배를 어렵게 하는

가장 큰 원인중의 하나이다[2,3]. 갈반병은 세포막을 파괴하는

세균독소인 톨라신(tolaasin)에 의해 발생하며, 톨라신은

Pseudomonas tolaasii 병원균이 합성하여 분비하는 1,985 Da의

lipodepsipeptide로, 펩티드 단량체 분자가 중합체를 형성하며 버

섯의 표면 세포막에 pore를 만들고, 이는 비선택성 이온통로가

되어 세포의 삼투압 교란을 일으켜 세포를 사멸시킨다[4].

톨라신의 세포독성은 세포의 원형질막에 pore를 형성하는 특

성을 이용하여 쥐의 적혈구를 이용한 용혈활성으로 빠르게 측

정하는 방법이 널리 쓰인다. 톨라신의 이온통로 형성 및 세포

파괴는 Hg2+, Cd2+과 같은 중금속 이온과 Zn2+와 Ni2+ 등 2가

양이온에 의해 저해됨이 확인되었고, 각 성분의 작용기작이 확

인 또는 제안되었다[5,6]. Gadolinium은 원자번호 64번의

Lanthanide이며 수용액에서 3가 양이온으로 존재한다. 이온반지

름은 0.938 Å으로 Zn2+(0.74 Å)와 Ni2+(0.69 Å) 보다 크다. Gd3+

은 물리적인 자극에 의해 활성화된 MSC (mechanosensitive

ion channel)를 저해함이 보고되었으나 작용기작은 명확하게 밝

혀지지 않았다. Millet과 Pickard[7]는 식물에서 최초로 Gd3+의

MSC 차단효과를 확인하였으며, 전기생리학적 연구를 통하여 식

물뿐만 아니라, 곰팡이[8], 박테리아[9], 동물세포[10,11]에서도

억제 효과가 관찰되었다. Yang과 Sachs의 연구[12]는 Xenopus

oocytes에서 Gd3+이 MSC를 세포 바깥쪽에서 완전히 가역적으

로 차단한다고 보고하였다. MSC의 저해는 1-100 μM Gd3+ 농
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도 범위에서 일어났다[13]. MSC 저해에 관련된 Gd3+의 작용기

작은 정확히 밝혀지지 않았으나, Lanthanides는 지질막이중층의 음

으로 하전된 인지질 등과 강하게 결합하며[14], 막의 상전이 온도

를 높이고, 지질막의 유동성을 감소시키는 것이 밝혀졌다[15,16].

Gd3+은 수용액에서 다양한 음이온과 결합할 수 있으므로 Gd3+

농도에 영향을 줄 수 있는 phosphate와 sulfate, bicarbonate 등

의 성분이 용액에 포함되지 않아야 하며, HEPES나 MOPS,

PIPES의 완충액을 사용한다[17]. Gd3+은 다양한 이온통로에 영

향을 주는 것으로 밝혀져, L-형과 T-형 Ca2+ 이온통로[18], 막

전위 의존성 K+과 Na+ 이온통로 등에서 저해효과가 보고되었

다[19]. 그러나 톨라신과 같은 세포막 pore-형성 펩티드에 의해

생성된 이온통로와 Gd3+과의 상호연관은 국제적으로 보고되지

않았으며, 세포막에서 Gd3+에 의한 이온통로 억제 기작 또한 완

전히 밝혀지지 않은 상태이므로 이에 대한 연구가 필요하다. 본

연구에서는 톨라신 펩티드 독소의 갈반병 발생기작을 연구하던

중, Gd3+이 적혈구 막에 생성된 톨라신 이온통로를 저해하여 용

혈활성을 억제함을 발견하였고, 이에 대한 특성을 조사하였다.

재료 및 방법

톨라신의 분리

P. tolaasii 6264 균주를 Pseudomonas agar F (MgSO4·7H2O
1.5 g, K2HPO4·3H2O 1.5 g, Bacto-peptone 10 g, Bacto-tryptone

10 g, glycerol 10 mL per liter) 액체 배지에 접종하여 배양한

후, 균체가 제거된 배양상징액에 30%의 ammonium sulfate를

가하고 4 oC에서 정치한 후, 20,000 rpm (50,000×g)에서 1시간

동안 초원심분리하여 crude 톨라신을 얻었고, 이를 순수분리에

사용하였다. 톨라신의 순수분리는 Cho 등[20]의 방법에 따라 수

행하였으며, gel permeation chromatography와 HPLC를 이용하

여 분석하였다.

버섯조직함몰검정법(Pitting test)

양송이버섯을 이용하여 P. tolaasii 6264 균주의 갈반형성능을

확인하였다. 먼저 양송이버섯의 자실체를 수평으로 절단한 면에

균주배양액을 5 μL 점적하여 흡수시킨 후, 습도가 유지되도록

장치한 square dish에 담아 밀봉하였다. 25 oC에서 12-24시간 동

안 배양하면서 점적부위의 변색 및 함몰 정도를 관찰하였다.

용혈활성 측정

P. tolaasii 6264 균주의 세포독성을 측정하기 위하여 쥐의 적혈

구를 이용하였다. 용혈활성 측정에 사용한 적혈구는 사용 직전

에 HEPES-buffered saline (150 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM

HEPES, 1 mM MgSO4, pH 7.4) 용액으로 10배 희석하였고,

이것을 최종 반응 용액에 10%가 되도록 처리하였다. 용혈활성

측정시 37 oC에서 1%의 적혈구를 30분 이내에 모두 용혈시키

는 톨라신의 농도를 1 hemolytic unit (HU)로 정하여 사용하였

다. 용혈활성은 UV/vis spectrophotometer (U-2000, Hitachi,

Tokyo)를 사용하여 600 nm에서 흡광도 변화로 측정하였다. Zn2+

와 Ni2+, Mg2+, Al3+은 HEPES buffer에 용해하였으며, Gd3+은

음이온에 의한 영향을 막기 위하여[17] 증류수에 녹여 최종반

응용액의 10%가 되도록 첨가하여 측정하였다.

결과 및 고찰

다가 양이온에 의한 용혈활성 저해

양이온에 의한 톨라신의 용혈활성 변화를 확인하기 위하여, 다

양한 2가(Zn2+, Ni2+, Mg2+) 및 3가(Al3+, Gd3+) 양이온을 적혈

구 용액에 처리하여 용혈활성을 측정하였다(Fig. 1). 각각의 양

이온들의 처리농도는 모두 10 mM로 동일하게 하였으며, 37 oC

에서 30분간 배양한 후 적혈구 파괴에 따른 흡광도 변화를 측

정하였다. 기존 연구에서 보고된 2가 양이온인 Zn2+와 Ni2+,

Mg2+은 톨라신에 의한 용혈을 억제하며, 이것은 Cho 등[5]의

결과와 일치하였다. Zn2+는 용혈활성을 완벽하게 저해하였으며,

Ni2+과 Mg2+은 이 농도에서 50% 전후의 용혈억제 효과를 보였

다. 특히, 3가 양이온인 Al3+과 Gd3+은 톨라신의 용혈활성을

90% 이상 저해하는 것으로 관측되었으나, Al3+은 용액자체의 흡

광도로 인해 용혈에 의한 흡광도 변화를 측정하기 어렵게 만들

어 정량적인 용혈활성 측정이 어려웠다.

톨라신의 용혈활성에 대한 Gd3+의 효과는 보고된 바가 없어,

이를 확인하기 위하여 100 μM에서 10 mM까지 Gd3+의 농도를

증가시키며 톨라신의 용혈활성 변화를 측정하였다. 먼저, 적혈

구와 Gd3+만 처리한 대조실험에서 Gd3+은 1 μM-100 mM의 농

도에서 적혈구에 영향을 주지 않았다(자료미제시). 반면 톨라신

과 적혈구, Gd3+을 함께 처리한 경우, Gd3+의 농도가 비교적 낮

은 100 μM에선 용혈활성이 Gd3+을 포함하지 않은 대조활성보

다 약간 증가하여 용혈이 빠르게 진행되었고, Gd3+의 농도가 증

가할수록 톨라신에 의한 용혈이 늦어져 톨라신의 활성이 점진

적으로 저해되었다(Fig. 2A). Gd3+의 저해효과는 200 μM 이상

의 농도에서 나타나기 시작하여 1 mM 이상에선 톨라신의 세포

독성을 완전히 저해하였다. 톨라신에 의한 용혈활성을 50% 저

해시키는 농도인 Ki 값은 약 250 μM로 측정되었다(Fig. 2B).

Gd3+에 의한 버섯 갈반형성 저해

버섯조직에서 Gd3+에 의한 톨라신의 버섯세포독성 저해효과를

Fig. 1 Inhibition of tolaasin-induced hemolysis by various multivalent

cations. Hemolysis was induced by tolaasin. Inhibitions of hemolysis

were measured with cations (Zn2+, Ni2+, Al3+, Mg2+, Gd3+) at 10 mM
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확인하였다(Fig. 3). 양송이버섯의 자실체 조직 절단면에 0.1-5

mM의 Gd3+만을 처리하였을 경우에는 절단된 갓 표면에서 조

직의 함몰이나 색 변화는 나타나지 않았다(Fig. 3A). 그러나, 톨

라신만을 절단면에 처리하였을 때에는 갈반현상과 버섯조직의

함몰이 발생하였다. 톨라신과 Gd3+을 혼합하여 처리한 경우에

는 버섯 절단면에 갈색 반점의 발생이 약해지거나 나타나지 않

았다. 먼저, 1 mM 농도의 Gd3+을 처리한 경우에 갈반 발생이

약화되었으며, 5 mM의 Gd3+ 처리시에는 갈반형성이 크게 억제

되는 것을 확인하였다(Fig. 3B).

버섯 조직을 이용한 실험에서 톨라신에 의한 세포독성은 Gd3+

의 농도 증가에 따라 점차 저해되어 용량의존형 저해를 보였다.

적혈구와 양송이 버섯에서 Gd3+에 의한 톨라신의 세포독성 저

해효과는 각각 0.7 mM과 5 mM 농도에서 나타나, 세포독성 측

정 대상에 따라 저해효과를 보이는 Gd3+의 농도는 차이를 보였

다. 이러한 차이는 적혈구와 조직 간의 차이에 기인할 수 있다.

적혈구의 경우에는 반응용액에 첨가시 적혈구 세포막이 톨라신

및 Gd3+ 등 첨가물에 즉시 노출되어 반응하기 때문에 낮은 농

도에서 Gd3+의 저해효과가 나타났다. 그러나, 버섯 등의 균류

(fungi)는 glycoproteins 및 glucans, polysaccharides, chitosan

등 다양한 성분들이 세포막 외부에 있어[21] 톨라신 및 Gd3+이

세포막에 작용하기 위해서는 보다 높은 농도가 필요할 것으로

판단된다. 버섯의 세포벽 등을 제거한 원형질체를 얻어 톨라신

의 세포독성을 측정한다면 이러한 농도차이를 줄일 수 있을 것

이다.

Gd3+과 Zn2+에 의한 용혈활성 저해비교

톨라신에 의한 용혈작용은 적혈구 막에 톨라신 분자의 유입, 막

에서의 다중체 형성을 통한 pore 형성, 그리고 형성된 pore를

통한 이온의 확산이동으로 삼투압의 교란에 의해 이루어짐이 알

려져 있다[4]. Gd3+에 의한 톨라신의 용혈활성 저해 기작을 알

아보기 위해 Gd3+ 결합의 가역성을 EDTA를 이용하여 측정하였

다. 적혈구와 EDTA만 처리한 대조실험에서 0.5-10 mM의

EDTA는 적혈구의 용혈작용에 영향을 미치지 않았으며(자료미

Fig. 2 Effect of Gd3+ on tolaasin-induced hemolysis. (A) Effects of Gd3+

at the concentrations from 100 µM to 10 mM. (B) Dose response curve

of Gd3+ on the inhibition of tolaasin-induced hemolysis

Fig. 3 Inhibition of tolaasin-induced blotch formation by Gd3+. (A) Effect

of Gd3+ only. C1: culture media. (B) Tolaasin-induced blotch formation in

the presence of various concentrations of Gd3+. C2: tolaasin, 1: 0.1 mM

Gd3+, 2: 1 mM Gd3+, 3: 5 mM Gd3+
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제시), 톨라신 1 HU와 EDTA를 함께 처리한 경우에도 30분 이

내에 완전한 용혈이 일어나 EDTA 만의 효과는 없었다. 그러나,

1 mM Gd3+과 500 μM Zn2+ 처리 시에는 톨라신에 의한 용혈이

완전히 저해되었으며, 여기에 EDTA를 추가하여 처리할 경우

Gd3+과 Zn2+ 이온이 제거되며 톨라신에 의한 용혈효과는 즉시

나타났다. Zn2+와 Gd3+에 의해 용혈이 저해된 상태에서 60분이

경과한 후, 1 mM의 EDTA를 첨가했을 때(Fig. 4, ↘ 표시),

Zn2+와 Gd3+ 처리구 모두 용혈이 나타났다. EDTA에 의한 Zn2+

의 제거 시에는 빠른 용혈활성을 보이며 100%의 용혈이 약 2

분 이내에 관측되었다. 그러나 Gd3+의 처리구 에서는 100% 용

혈이 약 10분이 소요되었다. EDTA에 의한 Zn2+와 Gd3+의 제

거 후 톨라신에 의한 용혈활성회복의 시간적 차이는 이 두 양

이온의 톨라신 저해 기작이 다름을 보여준다. Zn2+는 톨라신이

적혈구 세포막에 pore를 형성한 후 이온통로를 막는 plugging

효과에 의함이 보고되었다[5]. 그러나, Gd3+ 처리구 에서는 용

혈활성회복 속도가 느리게 일어났고 이것은 Gd3+에 의한 용혈

활성 저해기작이 Zn2+와는 다름을 보여준다.

Gd3+과 Zn2+의 톨라신 용혈활성 저해특성

EDTA를 이용한 금속이온의 가역적 저해여부 확인 실험에서

EDTA로 Gd3+과 Zn2+를 제거하면 Zn2+ 처리구에서는 즉시 용혈

이 일어났으나, Gd3+ 처리구에서는 Zn2+과 비교하여 느리게 용

혈이 나타났다. 이는 Gd3+과 Zn2+가 톨라신의 용혈활성을 서로

다른 기작을 통해 저해할 가능성을 보여주는 것으로, 용혈저해

특성을 PEG 2000을 이용하여 조사하였다. 톨라신의 용혈활성

은 삼투억제제인 PEG 2000 (polyethyleneglycol 2000)의 처리

에 의해 억제될 수 있다. 톨라신을 처리한 적혈구에 PEG 2000

을 가하면 톨라신에 의해 pore가 형성되어 있음에도 외부의 높

은 삼투압으로 적혈구 세포는 파괴되지 않고 보호된다[22].

Gd3+과 Zn2+의 작용 특성을 확인하기 위해, 먼저 PEG 2000

의 농도에 따른 톨라신의 용혈활성 저해효과를 측정하였다. PEG

2000은 10 mM에서 톨라신에 의한 용혈을 6% 이내로 억제하였

다(Fig. 5A). 이는 적혈구 막에 톨라신에 의한 이온통로가 10분

이내에 형성되지만 삼투억제제(osmotic protectant)로 작용하는

PEG 2000에 의해 세포외부의 삼투압 유지로 30분이 경과하여

도 용혈이 일어나지 않는 상태가 유지됨을 보여준다. 이 때, 원

심분리를 통해 적혈구를 침전 시킨 후, 상징액에 포함된 PEG

2000을 제거하고 새로운 HEPES 완충액으로 침전된 적혈구를

Fig. 4 Reversible effect of Gd3+ and Zn2+ on tolaasin-induced hemolysis.

Hemolyses were induced with 1 HU tolaasin, tolaasin plus EDTA,

tolaasin plus 1 mM Gd3+, and tolaasin plus 0.5 mM Zn2+. In the

experiments with Zn2+ and Gd3+, EDTA was added after 60 min (↘)
inhibition

Fig. 5 Inhibition of pre-formed tolaasin channel by Gd3+ and Zn2+. (A)

Dose-dependent inhibitions of tolaasin-induced hemolysis by PEG 2000.

(B) Tolaasin was added in the presence of PEG 2000. After removal of

PEG 2000 at 30 min by centrifugation, RBCs were resuspended in the

solution containing the indicated concentrations of Gd3+ and Zn2+
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현탁시키면, 5분 이내에 완전한 용혈활성이 관찰되었다(Fig. 5B).

이는 PEG 2000이 새로 형성되는 톨라신의 이온통로에 영향을

주지 않으며 세포를 보호함을 보여준다. 같은 방법으로 원심분

리를 통해 PEG 2000을 제거한 후, 톨라신이 처리된 적혈구를

Gd3+과 Zn2+를 함유한 HEPES 완충액에 현탁시켰을 때, Zn2+의

경우 용혈활성을 즉시 억제하였다. 반면, Gd3+은 1 mM 농도에

서 용혈이 완만하게 나타났으며, 10 mM 농도에서는 20%의 용

혈이 느리게 일어났다.

Zn2+의 빠른 저해효과는 이전의 연구[5]에서 밝혔듯이 Zn2+가

톨라신의 이온통로 형성과정을 저해하지 않으나, 형성된 통로를

물리적으로 막아 톨라신의 용혈활성을 저해함을 보여준다. PEG

2000에 의해 용혈이 억제된 상태에서 PEG 2000을 제거하면 이

미 형성된 톨라신 pore에 의해 5분 이내에 용혈이 나타나며, 여

기에 Zn2+를 가하면 톨라신 pore가 즉시 저해됨으로 용혈은 완

전히 억제되는 것이다(Fig. 5B). 동일한 조건에서 Gd3+의 경우

는 이미 생성된 톨라신 pore를 저해하였으나, Zn2+와 같이 물리

적으로 pore를 막음으로써 일어나는 것이 아닌 다른 기작에 의

해 톨라신의 활성을 억제함을 보여준다. Gd3+은 물리적 자극에

의해 활성화되는 MSC의 저해에서 밝혀진 것처럼[23] 다가양이

온이 세포막 인지질 등의 음이온과 결합하여 톨라신 채널의 분

자다중체의 안정성에 영향을 줌으로써 활성을 저해하는 것으로

사료된다. Gd3+과 막지질, 톨라신의 상호작용을 밝히면 톨라신

분자의 다중체 결합 및 이에 따른 이온통로의 형성기작 연구에

크게 기여할 것이다.

초 록

느타리버섯의 갈반병은 Pseudomonas tolaasii에 의해 생성된 톨

라신 및 이의 유사 펩티드 독소에 의해 발생한다. 톨라신 펩티

드들은 세포막에 pore를 형성하고 버섯의 자실체 구조를 파괴

한다. 적혈구가 파괴되는 용혈은 톨라신의 세포독성에 의해 일

어난다. 톨라신의 용혈활성은 Zn2+ 및 Ni2+과 같은 금속 이온에

의해 저해된다. 가돌리니움 이온을 첨가하였을 때, 톨라신에 의

한 용혈작용에서 1 mM 이하의 농도에서는 용혈작용이 증가하

고 그 이상의 농도에서는 저해되는 이중 효과가 나타났다. 가

돌리니움 이온에 의한 톨라신 활성저해 기작은 다른 양이온들

에 의한 저해기작과 다른 것으로 보인다. 가돌리니움 이온은 음

전하를 갖는 막지질들에 결합하여 지질막의 측압을 변화시키는

것으로 보고되어, 톨라신 이온통로의 여닫힘에 직접 작용하기

보다는 막 구조의 단단함을 증가시켜 막에 대한 톨라신 이온통

로의 안정성을 감소시키는 것으로 보인다.
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