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서   론

생물들은 외부 미생물의 침입으로부터 자신을 방어하기 위한 
효과적인 면역체계로서 선천면역계 또는 선천면역계와 후천
면역계를 동시에 함유하고 있는 것으로 알려져 있다(Hancock 
and Diamond, 2000). 선천면역계는 외부의 위협으로부터 물
리적인 장벽 역할을 담당하는 피부/점막 등과 항균물질, 보체, 
히스타민 등과 같은 화학적 장벽 역할을 담당하는 체액성 물질
들 및 탐식세포들에 의한 식균작용 또는 염증반응과 같은 반응
성 요소 등으로 구성되며 비특이적 1차 방어작용을 담당한다
(Clark and Kupper, 2005; Chung, 2019). 반면 후천면역계는 
항원 특이적 항체 생산에 의한 체액성 면역과 세포독성 T 세포

에 의한 세포성 면역 등으로 구성되며 특이적 2차 방어작용을 
담당한다. 이러한 선천면역과 후천면역은 상호 협력과 조화를 
통해서 효과적인 생체 방어체계를 구성/유지하고 있으나 면역
계의 구성은 척추동물과 무척추동물에서 차이가 있다고 알려져 
있다(Seo, 2016). 선천면역과 후천면역이 모두 잘 발달되어 있
는 척추동물과는 달리 선천면역만을 포함하고 있는 무척추동물
은 자기방어작용을 선천면역에만 의존한다고 알려져 있다(Seo 
et al., 2005; Rowley and Powell, 2007).
최근 들어서는 비특이적이면서 빠른 반응성을 나타내는 선천
면역의 기능과 그 구성 요소들에 대한 관심이 크게 증대되고 
있으며, 특히, 해양무척추동물들에 존재하는 선천면역 성분들
과 그 활용에 대한 연구가 활발히 수행되고 있다(Zasloff, 2002; 
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Tom et al., 2011). 해양무척추동물은 혈구세포(hemocytes)의 
탐식작용과 이들 세포로부터 생성/분비되는 다양한 물질들의 
효과적인 작용에 의해 1차 방어기능이 수행되고 있으며, 대표
적인 구성요소로서 lectin, pro-phenoloxidase activating factor, 
antimicrobial peptide 및 phagocytosis와 inflammation 등이 잘 
알려져 있다(Relf et al., 1999; Tincu and Taylor, 2004; Yu et 
al., 2005; Wang et al., 2014). 현재까지 밝혀진 해양무척추동물
의 선천 면역관련 물질들 중에서 단백질성 항균물질의 직접적
이고 효과적인 방어작용이 알려지면서, 이것들이 포함된 해양
무척추동물 추출물들의 면역학적 활용을 위한 연구가 활발히 
진행되고 있다(van’'t Hof et al., 2001). 그러나 해양무척추동물 
추출물에 포함된 단백질성 항균물질은 단백질 분해효소에 대한 
민감성이 매우 높다는 것이 확인되었고 이에 따라 이것들의 활
용을 위한 안정성 개선에 대한 연구가 필요한 실정이다(Lee et 
al., 1997). 따라서 추출물 내에 포함된 단백질성 및 비단백질성 
항균물질의 존재 유무와 단백질성 항균물질을 보조할 수 있는 
비단백질성 항균에 대한 탐색과 활용 가능성에 대한 연구가 선
행되어야 할 분야로 인식되고 있다(Kim et al., 2013).
해양무척추동물 중 진주담치와 같이 부착생활을 하는 무척추
동물은 운동성/회피성의 부재로 다양한 해양 환경의 변화나 오
염원 또는 병원성 인자들에 대한 효과적인 방어를 할 수 없으므
로 환경인자에 효과적인 방어작용을 담당하는 선천면역 체계/
요소들을 포함하고 있을 가능성이 매우 높다. 특히, 우리나라 해
안의 조간대 주변에서 가장 많이 발견되는 대표적인 부착성 해
양무척추동물 중의 하나인 진주담치(Mytilus edulis)는 연체동
물 부족류 홍합목 홍합과에 속하며 환경 적응력과 번식력에서 
큰 주목을 받고 있는 산업적 가치가 높은 패류 중의 하나로 알려
져 있다. 현재까지 Mytilus edulis (Charlet et al., 1996), Mytilus 
galloprovincialis (Hubert et al., 1996; Mitta et al., 1999) 및 
Mytilus coruscus (Oh et al., 2018) 등의 홍합 또는 진주담치 추
출물들이 포함하고 있는 defensins류를 포함한 단백질성 항균
물질의 면역학적 역할에 대한 연구는 활발하게 진행되었지만 
단백질 분해효소에 대한 민감성 등을 개선하기 위한 효소 저항
성 항균물질에 대한 연구는 부족한 실정이다.
따라서 본 연구에서는 효소 저항성 항균물질에 대한 연구가 
비교적 부족한 진주담치 추출물의 항균활성과 단백질 분해효
소에 대한 안정성을 탐색함으로써 진주담치 추출물의 항균활
성 분야에서의 활용 가능성을 고찰하고자 한다.

재료 및 방법

실험 재료 및 시약

본 실험에 사용한 진주담치(M. edulis)는 경상남도 고성 만에
서 구입하였으며 살아있는 상태로 실험실로 운반된 후에 아가
미와 외투막 조직을 적출한 즉시 추출과정에 사용하였다.
항균활성 측정을 위한 배지성분으로서 tryptic soy broth 

(TSB)와 sabouraud dextrose broth (SDB) 및 agarose type I 
(Low EEO Agar)는 Merck사(Merck, Darmstadt, Germany)와 
Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 각각 구입하여 사용하였
다. 효소 처리를 위해서 trypsin과 chymotrypsin은 Fisher Sci-
entific (Fairlawn, NJ, USA)사에서 구입을 하였으며, protein-
ase K와 α-Amylase 및 α-Lipase는 Sigma사(St. Louis, MO, 
USA)에서 각각 구입하여 사용하였다. 세균 내막 투과성을 측
정하기 위해서 사용된 o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 
(ONPG)는 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으
며, DNA-binding ability 측정에 사용된 100 bp DNA ladder
는 Bioneer사(Daejeon, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 그
리고 연구에 사용된 그 외의 시약들은 모두 특급을 사용하였다.

조직추출

실험실로 운반된 진주담치는 흐르는 수돗물에 씻어서 패각에 
부착된 오염물을 제거한 후, 아가미와 외투막 조직을 취하여 5 
mL volume이 될 때까지 얼음 속에서 모았다. 모아진 아가미
와 외투막 조직에 끓고 있는 4배량의 1% acetic acid (v/v)를 
첨가하여 100°C에서 5분 동안 끓인 후, 얼음에 보관하여 충분
히 냉각시켰다. 충분히 냉각된 조직은 homogenizer (T10 basic 
ULTRA-TURRAX; IKA, Wilmington, NC, USA)를 사용하
여 완전히 파쇄시켰다(Speed #6, 3분, 실온). 조직 파쇄액은 4°C
에서 20분 동안 8,000 rpm으로 원심분리(VS-21SMT; Vision 
Scientific, Buchon, Korea)를 행한 후에 상층액을 취해서 항균
활성 탐색과정 등의 연구에 사용될 때까지 -70oC에 보관하였다
(Seo et al., 2005).

항균활성 측정방법 및 사용 균주 

추출물들의 항균활성 측정을 위해서 그람 양성균 3종(Bacillus 
subtilis KCTC1021, Staphylococcus epidermidis KCTC1917, 
Streptococcus mutans KCCM4105), 그람 음성균 5종(Esch-
erichia coli D31, Escherichia coli ML35p, Cutibacterium 
acnes (Propionibacterium acnes) KCTC11946, Shigella flex-
neri KCTC2009, Vibrio parahaemolyticus RIMD2110633) 및 
yeast 1종(Candida albicans KCTC7965)을 사용하였다. 항균
활성 측정 방법으로는 서로 다른 농도를 포함한 두 층의 배지
를 사용하는 ultrasensitive radial diffusion assay (URDA)법
을 이용하였다(Lehrer at al., 1991). 항균활성 측정에 사용된 세
균은 tryptic soy broth (TSB)에 접종하고, C. albicans은 sab-
ouraud dextrose broth (SDB)에 접종한 후 18시간 동안 37°C 
(V. parahaemolyticus는 25°C)에서 pre-culture를 수행한 후 
colorimeter (Product No. 52-1210; BioMerieux Inc., Durham, 
NC, USA)를 사용하여 균 농도를 84%T (≒1×108 CFU/mL) 
(C. albicans의 경우는 106 CFU/mL)가 되도록 조정하였다. C. 
acnes은 RCM 배지에 접종한 후 anaerobic jar에서 Gaspack 
system (BBL Gaspack 100TM; Franklin Lakes, NJ, USA)을 
이용하여 밀봉한 후 37°C에서 3일 동안 혐기 배양 후에 동일한 
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방법으로 균 농도를 맞추었다. 그 후, 9.5 mL의 0.03% TSB (
또는 0.03% SDB), 1% type I agarose 및 10 mM phosphate 
buffer (PB) (pH 6.5)를 포함하는 underlay gel에 각각의 농도로 
희석된 균액 0.5 mL을 첨가하여 잘 섞은 후에 plate에 편평하게 
부어 굳혔다. 이때 E. coli D31 균주(streptomycin 내성균)를 사
용할 경우에는 streptomycin을 10 μg/mL 농도로 첨가하여 잘 
섞은 후에 plate에 편평하게 부어 굳혔다. 굳은 plate에 punch를 
사용하여 직경 2.5 mm의 well을 뚫은 후에 5 μL의 각 추출물
을 도입시켰다. 추출물이 배지에 완전히 스며들도록 3시간 동
안 37°C에서 1차 배양한 후, 그 위에 10 mL의 6% TSB (또는 
6% SDB), 1% type I agarose 및 10 mM phosphate buffer (pH 
6.5)를 포함하는 overlay gel을 붓고 굳힌 후에 동일한 온도에
서 18시간 동안 2차 배양하였다(Seo et al., 2005). 다음날 well 
주위에 생긴 clear zone의 크기를 측정하여 항균활성을 확인하
였다. 항균활성 측정 동안 positive control로는 미국산 잡종 농
어(Morone saxatilis×Morone chrysops)의 mast cell에서 정제
된 항균 펩타이드인 piscidin 1을 사용하였고, negative control
로는 1% acetic acid 또는 0.01% acetic acid를 사용하였다(Sil-
phaduang and Noga, 2001). Piscidin 1은 ㈜펩트론(Peptron, 
Daegeon, Korea)에서 합성 및 95% 이상의 순도로 정제된 것을 
구입하여 사용하였다.

Enzyme 처리에 의한 항균물질의 특성 확인

추출물에 포함된 항균물질의 단백질성 및 지질이나 탄수화물
성을 확인하기 위해서 단백질 분해효소인 trypsin, chymotryp-
sin, proteinase K 등과 α-amylase, α- lipase 등의 처리 전·후의 
항균활성 변화를 확인하였다. 이를 위하여 진주담치 추출물 5 
μL에 enzyme 용액(1,000 μg/mL in 50 mM PB, pH 7.4) 1 μL
를 첨가하고 37°C에서 60분 간 반응시킨 뒤, URDA법으로 B. 
subtilis KCTC1021과 E. coli D31에 대한 항균활성을 측정하
였다(Seo et al., 2017).

추출물의 세포독성 확인

진주담치 추출물의 human dermal fibroblasts (HDF)에 대
한 세포독성을 확인하기 위해서 MTT assay를 이용하여 cell 
viability를 측정하였다(Kim and Li, 2012). 이를 위해서 다양
한 농도의 진주담치 추출물(0, 0.5, 1.0, 10 mg/mL)을 human 
dermal fibroblasts cell에 처리한 후 추출물의 농도에 따른 세포 
생존율을 확인하였다.

추출물들의 cytoplasmic membrane permeabilization 
assay

진주담치 추출물의 세균 내막 투과성 측정을 위해서 
β-galactosidase 활성을 포함하는 E. coli ML35p를 사용해서 
nonmembrane-permeative chromogenic 기질인 o-nitrophenyl-
β-D-galactopyranoside (ONPG)에 대한 추출물 도입 후의 E. 
coli ML35p의 세포질에서 유출된 β-galactosidase의 활성을 확

인하였다(Skerlavaj et al., 1990). 배양된 mid-log phase의 E. 
coli ML35p를 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)로 세
척을 한 후, 1.5 mM의 ONPG를 포함하는 동일 butter에 용해시
켰다. 그 후, 측정할 추출물들을 첨가한 뒤 37°C에서 60분간 배
양하면서 10분 간격으로 유출된 β-galactosidase에 의한 ONPG
의 o-nitrophenol로의 가수분해 정도를 405 nm에서 측정하였
다. 막투과성 측정의 표준물질로는 강한 막 투과성을 나타내는 
것으로 알려진 항균 펩타이드인 piscidin 1을 사용하였다.

DNA Binding Assay

진주담치 추출물에 존재하는 DNA 결합성 물질의 존재유무
를 확인하기 위해서 DNA binding에 의한 DNA band들의 aga-
rose gel-electrophoresis에서의 이동의 저해 정도를 확인하는 
DNA-binding assay를 수행하였다(Hsu et al., 2005). 이를 위
해서 100 bp DNA ladder (0.2 ng)와 추출물을 혼합해서 37°C
에서 60분 동안 반응시키고 0.5 μg/mL EtBr을 포함하는 1.4% 
agarose gel에서 전기영동을 수행한 후 DNA band의 유무와 이
동 정도를 확인함으로써 DNA-binding 유무를 확인하였다.

결과 및 고찰

진주담치 추출물의 항균활성

진주담치(M. edulis)로부터 채취한 아가미(gill)와 외투막
(mantle) 조직들은 1% HAc (초산)를 이용한 약산 추출과정
을 통해서 추출되었으며, 각 추출물의 항균활성은 URDA법을 
이용하여 B. subtilis KCTC1021, E. coli D31 및 C. albicans 
KCTC7965에 대해서 측정하였다(Fig. 1). 실험 결과, 각 추출

Fig. 1. Antimicrobial activity of the acidified crude extracts of the 
blue mussel Mytilus edulis. Antimicrobial activity of the acidified 
gill or mantle extract against Bacillus subtilis KCTC1021, Esch-
erichia coli D31 and Candida albicans KCTC7965. Scale bar in-
dicates 5 mm.  
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물은 B. subtilis와 E. coli D31에 대해서는 강한 항균활성을 나
타낸 반면에 C. albicans에 대해서는 항균활성을 나타내지 않았

다. 이러한 결과는 진주담치 추출물의 항균활성 범위는 세균에 
한정되어 있을 가능성을 의미하는 것이다.
각 추출물 내의 positive charge 아미노산(Lys과 Arg)과 방향
족 아미노산(Trp, Phe, Tyr)을 포함하는 선천면역 관련 단백질
성 항균물질의 존재유무를 확인하기 위하여 각 추출물(5 μL)의 
trypsin 및 chymotrypsin 처리 전∙후의 항균활성 변화를 URDA
법을 이용하여 B. subtilis 및 E. coli D31를 포함하는 9종의 세
균과 C. albicans에 대해서 측정하였다(Fig. 2). 측정 결과, 추출
물들은 trypsin 처리 후에는 B. subtilis와 V. parahaemolyticus
에 대한 항균활성은 거의 유지가 된 반면에 E. coli D31을 포함
하는 대부분의 세균들에 대한 항균활성은 거의 소실되었다. 또
한, 추출물들은 chymotrypsin 처리 후에는 E. coli D31을 제외
한 대부분의 세균들에 대한 항균활성은 거의 유지되었다. 그리
고 추출물 또는 균주 간의 활성도 비교에서는 아가미 추출물
과 외투막 추출물은 그람 음성균과 그람 양성균에 대해서 유사
한 항균활성을 나타냈지만 C. acnes와 C. albicans에 대해서는 
항균활성이 없는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 진주담치 추
출물에 포함된 항균물질은 chymotrypsin 보다는 trypsin에 더 
민감한 반응을 보이는 물질임을 의미하는 것으로서 아르기닌
(Arg) 또는 라이신(Lys)과 같은 양이온성 아미노산을 포함하
는 단백질성 물질일 가능성이 있음을 의미하는 것이다. 또한 B. 

Fig. 2. Antimicrobial activity of the acidified crude extracts of the 
blue mussel Mytilus edulis. Antimicrobial activity of the acidified 
gill or mantle extract (before) and trypsin (A) or chymotrypsin (B) 
treated extract (after) against Gram-positive bacteria including Ba-
cillus subtilis, Streptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis 
and Gram-negative bacteria including Escherichia coli D31, Cuti-
bacterium acnes, Shigella flexneri, Vibrio parahaemolyticus, and 
Candida albicans. Scale bar indicates 5 mm. 
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Fig. 3. Antimicrobial activity of the enzyme-treated crude extracts 
of the blue mussel Mytilus edulis. Antimicrobial activity of gill and 
mantle extract after treated several enzymes including trypsin (T), 
chymotrypsin (C), α-amylase (A), α-lipase (L), proteinase K (P) or 
not treated (N) against Bacillus subtilis. Scale bar indicates 5 mm. 
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Fig. 4. Antimicrobial activity of the trypsin-treated crude extracts 
of the blue mussel Mytilus edulis. Antimicrobial activity of gill or 
mantle extract after treated with trypsin for 5 h against Bacillus 
subtilis KCTC1021. Scale bar indicates 5 mm. 
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subtilis와 V. parahaemolyticus에 대한 진주담치 추출물들의 항
균활성은 trypsin과 chymotrypsin 처리에 대해서 거의 영향을 
받지 않는 것으로 나타났다(Fig. 2). 이것은 대부분의 균주들에 
대한 항균작용에는 추출물에 포함된 단백질성 물질이 작용을 
하지만 B. subtilis와 V. parahaemolyticus 같은 특정 세균에 대
한 항균작용에는 단백질성 물질보다는 비단백질성 물질이 중요
한 역할을 담당할 가능성이 있음을 의미하는 것이다.

진주담치 추출물의 효소 안정성

각 추출물 내에 포함된 항균활성 물질의 특성을 확인하기 위
해서 각 추출물(5 μL)에 trypsin, chymotrypsin 및 proteinase 
K를 포함하는 단백질 분해효소와 lipase 및 amylase를 처리한 
후 효소 처리 전∙후의 항균활성 변화를 URDA법을 이용하여 
B. subtilis에 대해서 측정하였다(Fig. 3). 측정 결과, 추출물들
은 trypsin, amylase, lipase 처리 후에도 B. subtilis에 대한 항균
활성은 큰 변화없이 유지되었으며, chymotrypsin과 proteinase 
K 처리 후에도 항균활성이 조금 감소되었지만 거의 항균활성
이 유지되는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 추출물에 포함된 
B. subtilis에 대해서 항균활성을 나타내는 물질은 단백질, 지
질, 탄수화물과 관계가 없는 물질일 가능성이 있음을 의미하는 
것이다.
또한, 추출물 내에 포함된 특정 세균에 대한 항균활성을 나타
내는 물질의 효소 처리에 대한 시간 의존성을 확인하기 위해서 
각 추출물(5 μL)에 단백질성 항균물질에 특히 큰 영향을 미치는 
trypsin을 1-5시간 처리 한 후 항균활성 변화를 URDA법을 이
용하여 B. subtilis에 대해서 측정하였다(Fig. 4). 측정 결과, 추
출물들은 trypsin 처리 후 5시간 내에는 B. subtilis에 대한 항균
활성이 큰 변화없이 유지되는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 
추출물 내의 항균활성 물질은 trypsin에 대한 효소 안정성이 적
어도 5시간 정도는 유지가 될 수 있음을 의미하는 것이다.

추출물의 세포독성 확인

진주담치 추출물의 세포독성을 확인하기 위해서 HDF의 세
포증식에 대한 영향을 MTT assay를 통해서 확인하였다(Fig. 
5). 추출물을 첨가하지 않은 것(0 mg/mL)을 대조군으로 농도별
(0.5, 1.0, 10 mg/mL)로 추출물을 처리하여 cell viability를 측
정하였다. 측정 결과, 외투막 추출물은 10 mg/mL 농도까지 거
의 세포독성을 나타내지 않은 반면에 아가미 추출물은 약한 세
포독성을 나타내었다. 이러한 결과는 HDF에 대해서 진주담치 

Fig. 5. Cell viability of human dermal fibroblasts after treatment with gill extract (A) and mantle extract (B). The data are expressed cell 
viability as % of untreated control (Mean±SD, *P<0.05, Mussel extract vs untreated control). 
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Fig. 6. Cytoplasmic membrane permeabilization of Escherichia 
coli ML35p by the trypsin/Proteinase K-treated gill extract and pi-
scidin 1. Cytoplasmic membrane permeabilization was monitored 
as an increase in fluorescence intensity by the hydrolysis of the 
impermeable, chromogenic substrate ONPG in the presence of pi-
scidin 1 (1 μg/mL) or extract (5 μL) for 60 min.
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추출물들은 세포독성이 낮다는 것을 의미하는 것이다.

진주담치 추출물에 포함된 항균물질의 막 투과성 확인 
실험

진주담치 추출물에 포함된 비단백질성 항균물질의 상호작용
부위를 예측하기 위해서 trypsin과 proteinase K 처리된 아가미 
추출물들의 E. coli ML35p에 대한 inner membrane permeabi-
lization assay를 수행하였다(Fig. 6). 측정 결과, 양성 대조군으
로 사용한 piscidin 1은 강한 내막 투과성을 나타낸 반면 trypsin 
또는 proteinase K 처리된 진주담치 아가미 추출물은 막 투과성
을 거의 나타내지 않았다. 이러한 결과는 진주담치 아가미 추
출물에 포함된 비단백질성 항균물질은 세균 세포질 내 물질의 
유출을 일으킬 정도로 세균 막에 대해서 투과성을 가지지 않으
며 세포막과의 직접적인 상호작용 가능성이 낮다는 것을 의미
하는 것이다.

진주담치 추출물에 포함된 DNA-결합성 확인 실험

비단백질성 항균물질의 작용부위가 핵 내부의 DNA 인지를 
확인하기 위해서 trypsin과 proteinase K가 처리된 아가미 추
출물의 DNA migration 저해 활성을 조사하기 위하여 DNA-
binding assay를 수행하였다(Fig. 7). 측정 결과, trypsin과 pro-
teinase K 처리된 아가미 추출물은 강한 DNA-binding ability
를 나타내었다. 이러한 결과는 진주담치 아가미 추출물에 존재
하는 비단백질성 항균물질은 핵 내 DNA와의 결합을 통해 상호
작용할 가능성이 있다는 것을 의미하는 것이다. 따라서 진주담
치 추출물에 포함된 비단백질성 항균물질은 세포막과 직접적
인 상호작용 보다는 intracellular components (예, DNA)들에 
결합함으로써 DNA 복제 등의 기능에 영향을 주어서 세균 증

식이 억제됨으로써 항균 작용을 나타낼 가능성이 있음을 의미
하는 것이다.
본 연구 결과들을 통해서 진주담치 추출물은 다양한 세균에 
대해서 유의한 항균활성을 나타내는 것으로 확인되었으며, 특
히 B. subtilis와 같은 그람 양성균에 대해서는 비단백질성 항균
물질이 중요한 역할을 담당하는 것으로 나타났다. 그리고 추출
물 내의 비단백질성 항균물질은 5시간 동안 효소에 대해서 저
항성을 나타내었으며, 세균 막과 직접 상호작용하기 보다는 세
포내 구성물질(intracellular components, DNA 등)들과의 상호
작용을 통해서 항균활성을 나타낼 가능성이 있을 것으로 예상
된다. 이러한 결과를 토대로 진주담치 추출물은 B. subtilis를 포
함하는 특정 세균에 대한 효소 저항성 강화를 위한 첨가물로서 
활용 가능할 것으로 판단된다.
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