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황산기가 도입된 피브로인의 제조 및 특성
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Preparation and Characterization of Sulfated Fibroin
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Abstract Silk fibroin is a structural protein from Bombyx mori and can be sulfated to provide biofunctional polypeptides 
showing antiviral and anticoagulating activities. However, the sulfated fibroins have not been characterized 
enough to present their compositions and structures. In this report, sulfation reaction was investigated by 
varying the reaction temperature and sulfuric acid concentration and analysis of the resulting peptides were 
carried out. The degree of sulfation was proportion to sulfuric acid concentration but the maximum product 
yield was obtained at 60℃ and 5% of sulfuric acid concentration. FT-IR spectrum, UV absorption and NMR 
spectrum support that o-sulfate ester was formed at the hydroxyl group of serine and tyrosine residues. Size 
exclusion chromatography identified that sulfated fibroin was composed of a highly hydrolyzed polypeptide 
mixtures and peptides of relatively higher molecular weight.
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서  론1)  

  피 로인은 양잠 에 (Bombyx mori)의 고치에서 생산

되는 섬유의 심가닥을 구성하는 antiparallel β-sheet의 
구조를 가지는 불용성 단백질이다 [1]. 피 로인은 heavy 
chain, light chain  P25 단백질로 구성되어 있으며, 이  
피 로인의 부분을 차지하는 heavy chain은 리신, 알라

닌  세린이 반복되는 결정성 역을 형성하는 11개의 도메

인과 간 부분  C-말단 N-말단의 비결정성 역으로 구성

되어 있으며 다른 단백질과 비교하여 비교  크기가 작은 

아미노산인 리신, 알라닌  세린의 조성 비율이 약 86%
로 매우 높다 [2]. 구조 단백질인 피 로인은 오랫동안 수술

용 합사로 사용되어 생체 합성이 확인되었으며 [3] 세포

배양용기를 코 하여 동물세포증식을 진시키거나 [4] 세포

배양 입체 지지체로 사용되며 [5] 우수한 생체 합성을 나타

내어 미세 을 제조하는 소재로 개발되고 있다 [6]. 나아가 
피 로인의 알기닌 잔기를 공수성으로 만들어 섬유아 세포

의 증식에 도움을 주고 [7] 키토올리고당으로 수식하여 피
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로인의 특성을 변화시키거나 [8] poly-caprolactone으로 수식

하여 피 로인의 생체 합성을 향상시킬 수 있다고 [8] 보고

되었다. 특히 황산기를 도입하고 피 로인을 수식하여 제조

된 황산-피 로인은 항  작용 [9,10]  시험 에서 에이

즈 바이러스의 증식 억제 작용 [11]을 나타내었다. 이외에도 
실크섬유에 직  황산기를 도입하여 섬유의 특성을 변화

시키기도 하 다 [12]. 술한 바와 같이 황산기가 도입된 

피 로인은 다양한 기능성을 가지게 되는데 반하여 황산

기가 도입되어 변화되는 피 로인에 한 분자 수 에서

의 변화  반응 조건에 한 연구에 한 보고는 찾아보

기 어렵다. 따라서 본 연구에서는 가용화된 재생 피 로인에 
황산기를 도입하는 반응을 조건을 달리하여 황산기가 도입

된 피 로인을 제조하고 이를 분석하여 황산기의 도입 정도, 
피 로인 펩타이드의 화학  변화  이 과정에서 수반되는 
가수분해에 의한 분자량의 분포의 변화를 조사하 다.

재료  방법

재  료

  본 실험에서는 FineCo., Ltd. (Chonchon, Korea)에서 
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생산되는 동결건조된 재생 피 로인을 사용하 다. 재생 
피 로인은 고농도의 염용액에 가용화시키는 방법 [13]을 

일부 변형하여 실크사 혹은 실크제직 과정의 부산물을 탄산

나트륨 수용액 0.3% (w/v)에 침지 후 가열하여 세리신을 

제거하고 회수하여 건조시킨 후 끓는 CaCl2·H2O 수용액 

50%에 투입하여 가용화시키고 Molecular weight cut-off 
(MWCO)가 10 kDa인 투석막을 사용하여 CaCl2를 제거하

여 제조되었다.

황산기의 도입 반응

  재생 피 로인 분자에 황산기를 도입하기 하여 희석

한 황산용액에 피 로인을 녹이고 가열하여 황산을 용매

와 동시에 매로 이용하여 반응을 진행시켰다. 소규모

의 반응은 0.4 g의 피 로인을 황산용액 20 mL에 녹이고 
항온수조에서 온도를 일정하게 유지시키면서 2시간 동안 
반응시킨다. 반응후 NaOH를 첨가하여 반응액의 pH가 7 
이상이 되도록 화시키고 미 반응된 불용성 피 로인 

 염 침 물은 필터페이퍼를 사용하여 걸러내었다. 반응

액에 남아있는 염  분자 피 로인 분자는 셀룰로스 

투석막 (Dialysis tubing #21-152-9, MWCO 3500, Fisher 
Scientific, UK)을 사용하여 5시간 동안 증류수 용액을 
3회 교체하면서 제거하 다. 이후 동결건조기 (FD8505, 
Ilshin Lab, Korea)를 이용하여 황산기가 도입된 피

로인 (황산-피 로인)을 얻고 량을 측정하여 수율을 
계산하 다. 

피 로인의 황산기 도입 분석

  피 로인으로부터 얻어진 황산-피 로인 시료에 황산기

가 도입되었는지 확인하기 하여 FTIR (FT/IR-3000, 
Bio-rad, Cambridge, USA)로 외선 역에서의 스펙

트럼을 측정하여 비교하 다. 그리고 시료의 각 10 mg
을 1 mL의 D2O solution에 녹인 후 600 MHz NMR 
(Bruker Avance, NMR-Bruker, Germany)을 이용하여 

피 로인  황산-피 로인 양성자 공명 스펙트럼을 
분석하 다.
  피 로인  황산-피 로인 시료의 분자량 분포를 알아

보기 해 HPLC (MP30 System, Younglin, Korea)를 이용

하여 gel permeation chromatography (GPC)를 실시하 다. 
사용된 칼럼은 분획범 가 250-28,000 Da인 Macrosphere 
GPC 60Å (300 x 7.5 mm, Alltech, USA)이고 이동상은 

20 mM Tris 완충용액 (pH 7.0)을 사용하여 1.0 mL/min
의 유속으로 실험하 다. UV detector (model 930, Waters, 
USA)를 사용하여 240 nm에서 흡 도를 측정하 다. 사용된 

분자량 표 물질은 각각 blue dextran (2000 kDa), alcohol 
dehydrogenase (150 kDa), albumin (66 kDa), papain (23 kDa), 
cytochrome C (12.4 kDa), aprotinin (6.5 kDa)  ampicillin 
(371 Da)이었다.

결과  고찰    

황산기가 도입된 피 로인의 제조

  황산기가 도입된 피 로인을 제조하기 하여 2.5, 5, 10 
 20%의 황산 용액에 0.4 g의 피 로인을 투입하고 70℃

에서 2시간 동안 가열하여 반응시킨 후 NaOH로 화시켜 

반응을 종료하 다. 각각의 황산용액 반응액으로부터 동결

건조 후 0.22, 0.2, 0.15  0.152 g의 건조시료를 회수하

다. 따라서 반응 수율은 황산의 농도가 가장 낮은 2.5%의 
황산용액에서 55% (w/w)로 가장 높았으며 황산의 농도가 

20%로 증가하면 수율은 38% (w/w)까지 감소하 다. 각 

시료에 도입된 황산기를 확인하기 하여 피 로인과 각

각의 시료의 외선 흡  스펙트럼을 조사하 다 (Fig. 1). 
2.5% 시료의 피 로인의 흡  스펙트럼에 비하여 5%, 10% 

 20%의 시료에서는 1109  1141 cm-1에서 강한 흡

을 나타내었다. 그리고 10% 이상의 황산농도에서 제조된 
황산-피 로인 시료는 997 cm-1에서 흡 을 나타내었다. 
반면 1238, 1516, 1645  3300 cm-1 부근의 흡 도는 사용

된 황산의 농도의 비례하여 감소하 다.

Fig. 1. FTIR spectra of fibroin and the sulfated fibroin samples 
prepared using varying sulfuric acid concentration at 70℃.

  황산이온의 S=O 결합의 신축진동의 외선 스펙트럼은 

일반 으로 1080-1130 cm-1
의 역에서 찰되므로 1109 

 1141 cm-1에서 흡  피크는 황산기가 피 로인 분자쇄에 
도입되었음을 알려주고 있으며 반응용액의 황산의 농도가 

높을수록 최고 흡  장수는 1141에서 1109 cm-1
로 이동

하 다. 반면 1521  1645 cm-1의 흡 도는 단백질의 펩타

이드 결합의 amide I  amide II의 C=O vending  N-H 
stretching에 해당하는 것으로 [14], 반응에 사용된 황산의 

농도에 비례하여 흡 도가 감소하는 것은 펩타이드 결합

이 분해되고 있음을 나타낸다. O-H  N-H 결합의 공통

인 외선 흡  역에 해당하는 3300 cm-1 부근의 흡

이 감소되었는데 이는 황산기의 도입으로 인한 O-H  N-H 
결합의 개수가 감소하 음을 나타내고 있다.
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  피 로인에 chlorosulfonic acid  황산을 이용하여 황산

기를 도입한 Tamada 등은 1200-1400 cm-1의 범 에서 흡

도가 증가하고 분자량이 감소하 음을 보고하고 있다 [10]. 
마찬가지로 시료의 외선 흡  스펙트럼으로부터 황산기

가 피 로인 분자에 도입되었음을 확인 할 수 있으며 피

로인 분자가 황산에 의하여 분해되었음을 추정할 수 있다. 
이 은 MWCO 3,500 Da의 투석막으로 시료를 회수하는 
과정에서 분자로 가수분해된 피 로인이 손실되어 반응

에 사용된 황산의 농도가 증가할수록 수율이 감소하는 것

과 일치한다.

온도  황산 농도에 따른 수율  황산기의 도입 정도 

  황산-피 로인의 환 수율과 황산기의 도입 정도를 측

정하여 반응 온도  황산의 농도가 피 로인의 황산기의 

도입에 미치는 향을 분석하 다. 황산기가 도입된 피 로

인의 수율은 MWCO 3,500 Da의 셀룰로스막으로 투석하여 
얻어진 용액을 동결 건조시켜 얻은 건조물의 량을 반응에 
사용된 피 로인의 량으로 나 어 계산한 것으로 수율은 

70, 60  50℃에서 평균 45.1, 62.1  42.5% (w/w)로 

60℃에서 가장 높았으며 최고의 수율은 같은 온도에서 

5%의 황산용액을 사용하 을 때 얻어졌다 (Fig. 2). 황산

용액의 농도가 2.5, 5, 10  20%로 증가 할수록 황산-피
로인의 수율은 63.3, 60.8, 39.2  36.3% (w/w)로 감소

하 으며 황산용액이 10% 증가하면 수율은 큰 폭으로 감소

하는 것을 찰할 수 있었다. 

Fig. 2. Recovery yield of the sulfated fibroin prepared from 
regenerated fibroin under varying concentration of sulfuric 
acid at 50, 60 and 70℃.

  황산기가 도입된 정도를 추정하기 하여 외선 흡  
스펙트럼에서 S=O 결합의 흡 장에 해당하는 1200에서 

1060 cm-1
까지의 피크의 흡 도가 체의 흡 도에서 차지

하는 비율을 계산하고 마찬가지로 O-H 결합에 해당하는 

3500에서 2500 cm-1까지의 피크의 흡 도가 체의 흡 도

에서 해당하는 비율을 계산하여 Fig. 3에 나타내었다. 흡

도로 추정한 황산기의 도입 정도는 황산의 농도에 따라 증

가하 으며 반응온도가 60℃일 때 가장 높았다. 반응물 비 
생성물의 량으로 측정한 수율 역시 60℃에서 황산의 농도

와 계없이 가장 높은 값을 보이고 있다. 따라서 수율 뿐

만 아니라 황산기의 도입 정도 역시 60℃ 부근이 최  온도

임을 알 수 있다. 그리고 60℃ 반응에서 수율은 5%의 황

산 용액을 사용하 을 때 80% (w/w)로 2.5% 황산용액의 
67.5% (w/w)보다 높아 수율 면에서는 최 조건임을 알 수 
있다. 반면 외선 흡 도로 추정한 황산기의 도입량은 2.5%
에서 10%까지 황산의 농도에 비례하여 선형 으로 증가

하므로 반응온도는 60℃로 고정하고 황산의 농도를 5%에

서 10% 사이의 조건에서 필요한 황산기의 도입비율을 고려

하여 결정할 수 있다.

Fig. 3. The fractions of peak I in the range between 1200 and 
1060 cm-1 and of peak II between 3500 and 2500 cm-1 
under varying concentration of sulfuric acid at 50, 60 
and 70℃.

황산기의 도입에 따른 피 로인 분자의 변화

  피 로인과 황산피 로인을 D2O에 녹인 후 양성자의 핵

자기공명 (NMR)을 분석하여 피 로인 분자의 변화를 찰

하 다 (Fig. 4). 물 분자의 양성자에 해당하는 4.8 ppm에서 
피크를 제외하고 피 로인과 황산피 로인 시료에서 공통

으로 1.40, 3.95, 4.33, 4.46, 6.80  7.08 ppm에서 찰되

었으나 양성자의 공명 강도는 피 로인이 황산-피 로인 

시료보다 높았다. 피 로인의 구성 아미노산  비율이 높은 
알라닌, 세린  리신은 펩타이드로 존재할 때 α 카본의 

수소는 4.4, 4.5  3.8-4.2 ppm에서 그리고 알라닌과 리신

의 β 카본의 수소는 1.4와 3.6-3.7 ppm에서 양성자 공명을 
나타낸다 [15]. Fig. 4에서는 알라닌의 CH3-가 1.4 ppm, 세린

의 β 수소와 리신의 α 수소가 3.95 ppm, 그리고 각각의 

아미노산의 α 수소가 4.33  4.46 ppm에서 양성자의 공명

을 보이는 것으로 단할 수 있다. 따라서 반응에 사용된 
황산의 농도가 5%에서 20%로 증가하면서 상기의 화학  

이동값에서 양성자의 공명이 감소하는 것은 피 로인의 가수

분해가 진행되어 알라닌 세린 리신의 양성자가 펩타이드에
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서 가지는 양성자 공명을 가지지 못하는 것으로 단된다.

Fig. 4. H NMR spectra of fibroin and the sulfated fibroin samples 
prepared using (a) 5% and (b) 20% sulfuric acid.

  피 로인과 황산-피 로인 시료를 각각 0.04%의 수용액

을 만들고 자외선 흡 도의 변화를 찰하 다. 모든 시료의 
최고 흡 도는 모두 274 nm에서 찰되었으나 황산-피
로인 시료의 274 nm에서의 흡 도는 0.35 OD274로서 피

로인의 1.25 OD274에 비하여 28%로 감소하 다. 피 로인

을 구성하고 있는 아미노산  타이로신의 비율이 페닐알

라닌이나 트립토 에 비하여 높기 때문에 274 nm에서 최고

의 자외선 흡 을 가진다. 따라서 피 로인 분자의 세린  
타이로신의 잔기에 황산기가 도입되었음을 추정할 수 있다. 
  일반 으로 단백질에 황산기를 도입되면 주로 세린, 트
오닌  타이로신에 O-sulfate ester를 형성하는 것으로 보고

되고 있다 [16]. 황산-피 로인 시료의 FTIR스펙트럼에서 

O-H 결합의 진동을 나타내는 3300 cm-1 역에서의 흡 도

의 감소, 아마이드 I, II 결합에 특징 인 1510  1637 cm-1 
역의 흡  감소와 NMR  UV 스펙트럼으로부터 황산기

가 피 로인을 구성하는 비 이 큰 아미노산인 세린과 타이

로신의 O-H 잔기와 O-sulfate ester를 형성하고 있음을 추정

할 수 있다. 뿐만 아니라 이 과정에서 피 로인 분자가 가수

분해되어 분자량 분포가 변하 을 것으로 추정된다. 
  따라서 GPC로 60℃에서 2.5, 5, 10, 20%의 황산용액

에서 얻어진 황산-피 로인 시료의 분자량 분포를 조사하

다 (Fig. 5). 피 로인은 칼럼의 최  분획 범 보다 큰 
5.6분에서 나타났으나 황산-피 로인 시료는 칼럼의 최  

분획 한계 근처에서 넓은 피크를 나타내었으며 9분을 경

계로 왼쪽에 첩된 피크가 찰되고 있다. 첩된 피크은 

약 6분에서 9.5분까지 찰되며 반응에 사용된 황산의 농

도가 증가할수록 감소하 다. 칼럼의 분획한계는 28 kDa
에서 250 Da으로 제조사에서 제시하고 있으나 피 로인

과 blue dextran은 각각 5.6  5.76분에서 찰되었으며 
분자량이 150 kDa  66 kDa인 alcohol dehydrogenase 

 albumin도 각각 7.74  7.7분에서 찰되어 실제 실

험에서는 분획한계가 더 넓은 것으로 확인되었다. 따라서 

황산 피 로인은 칼럼의 최  분획 한계에 가까운 분자 

물질로 부분을 구성되어 있고 동시에 약 20 kDa을 

심으로 분포하는 고분자 물질을 포함하고 있다. 그러나 황

산-피 로인은 MWCO 3,500 Da의 투석막을 사용하여 회

수되므로 황산 피 로인의 분자량은 3,500 Da 보다 크다

고 추정할 수 있다. 따라서 비록 칼럼의 분획한계 이하에

서도 피 로인  황산-피 로인 시료의 흡 이 찰되나 
GPC의 분획한계가 정확하지 않은 것으로 보면 황산-피
로인은 3,500 Da 보다 큰 분자 물질과 약 20 kDa 크기

의 고분자 물질로 구성되어 있다고 할 수 있다. GPC의 보

유시간 8.5분을 기 으로 분자와 고분자 황산-피 로인 

펩타이드를 구분한다면, 2.5%  5%의 황산농도에서는 
고분자 황산-피 로인 펩타이드의 양은 변화가 없지만 10% 

 20%에서는 격하게 감소하는 것을 찰할 수 있다. 이
것은 황산의 농도가 증가하면 가수분해가 증가하는 NMR 
분석 결과와 일치한다.

Fig. 5. Gel permeation chromatogram of fibroin and the sulfated 
fibroin samples prepared using varying levels of sulfuric 
acid.
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요  약

  황산 수용액에 재생 피 로인을 녹이고 가열하여 황산을 
반응물과 동시에 매로 사용하여 황산-피 로인을 제조

하 다. 황산의 농도  반응온도를 달리하여 얻어진 시료

로부터 외선 흡  스펙트럼, UV 흡  스펙트럼, NMR 
 GPC를 사용하여 반응조건에 따른 황산기의 도입 정도 

 피 로인 분자의 분해 정도를 분석하 다. 황산-피 로

인의 수율은 5%의 황산을 사용하여 60℃에서 반응시킬 

때 가장 높았으며 외선 흡  스펙트럼의 1109 cm-1의 

피크가 나타내는 도입된 황산기의 량은 황산의 농도가 
증가하면 같이 증가하 다. 단백질에 도입된 황산기는 피

로인 분자를 주로 구성하고 있는 세린  타이로신의 
hydroxyl 그룹과 반응하여 O-sulfate ester를 형성할 것으

로 상되는데, 이는 274 nm에서의 UV 흡 도의 감소  
3300 cm-1의 외선 흡  스펙트럼의 감소가 찰되는 결과

와 일치하 다. GPC 분석을 통하여 황산-피 로인이 가수

분해되어 원래 피 로인의 분자량 보다 분자량이 작으며 

동시에 가수분해된 분자 황산 피 로인 펩타이드와 덜 

가수분해된 비교  분자량이 큰 펩타이드로 구성되어 있음

이 확인되고 있다. 
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