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서 론(Introduction)

Cordyceps는	곤충기생균(entomopathogenic	fungi)의	일

종으로	자연생태계	내에서	곤충	집단의	밀도를	조절하기도	

하지만	최근	한방약재로	또는	해충방제에	이용할	수도	있다

는	점에서	사람들에게	많은	관심을	불러일으키고	있다.	지

금까지	곤충에	침입하는	동충하초균은	세계적으로	약	800

여종이	알려져	있다(성,	1999).	이들	중에서	버섯을	형성하

는	것으로	알려진	것은	대부분	자낭균류의	Cordyceps에	속

하는	균들로	약	300여종이	보고되었다(이,	2004).	동충하초

균은	분류학적으로	자낭균아문의	핵균강,	맥각균목,	동충

하초과에	속하며	상당수가	약리작용이	우수하여	의학	연

구에	많이	쓰이고	있는데,	Cordyceps	중	Cordyceps	sinesis
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는	 고대로부터	 중국에서	 결핵,	 천식,	 마약중독해독,	 자양

강장제	등의	한약재로	사용되어	왔고,	일본에서도	Cordy-

ceps	 militaris,	 Cordyceps	 ophioglossoides에서	 면역기능	

증강,	항암효과가	있는	생리활성물질을	확인한	바	있다(남	

등,	2004).	국내에서는	Paecilomyces	 tenuipes로부터	항암,	

면역증강,	항피로	등의	효과를	구명하였다(Cho	등,	 1999:	

Shin	등,	2001).	동충하초에서	생성되는	주된	생리활성물질

은	cordycepin	(3′-deoxyadenosine)이며,	cordycepin의	활

성에	대해서는	항세균성,	항바이러스성,	항암성	및	혈소판	

응집억제성	등의	효과가	있다고	보고되었다(Cory	등,	1965:	

Smuckler	와	Hadjiolov,	1972;	Lovinger	등,	1973:	Blakesley	

와	Boezi,	1975;	Richardson	등,	1975:	Gumport	와	Edelheit,	

1976;	Cho	등,	2007).	또한	P.	japonica,	C.	militaris에서	혈

전분해효소의	효능이	보고되었다(김,	2010	:	김,	2002).	이와

같이	동충하초는	Cordyceps속을	중심으로	많은	연구가	진

행되어	왔으며	특히	C.	militaris와	C.	sinesis를	중심으로	다

른	동충하초	종에	대한	연구도	이루어지고	있다.	본	연구에

서는	동충하초균의	포자가	기주로부터	자실체를	형성	시	강

력한	단백질	분해제를	분비하는	것에	착안하여(김,	2002)	다

른	동충하초속균에	비해	상대적으로	연구가	미흡한	편인	노
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(2)	최적	온도

Protease의	최적	활성온도를	조사하기	위하여	0.1%	 ca-

sein	용액(pH	7.4)을	제조하여	이	를	조효소액과	혼합하고	

반응온도를	 20℃에서부터	 100℃까지	 10℃	간격으로	측정

하였다.	각각의	온도에서	30분간	반응시킨	후	280	nm에서	

protease	활성을	측정하여	상대적	활성	을	비교하였다.	

(3)	pH	안정성

pH에	 따른	 protease활성의	 안정성을	 조사하기	 위하여	

pH	 4.0에서부터	 pH	 12.0까지	조	사하였다.pH4.0∼6.0완

충용액은0.1Mcitrate-phosphate,pH6.0∼8.0완충용액은	

0.1	M	 sodium-phosphate,	 pH	 8.0∼10.0	완충용액은	0.1	

M	 Tris-HCl을,	그리고	 pH	 10.0∼12.0	완충용액은	 0.1	 M	

glycine-NaOH	를	사용하였다.	각	pH의	완충용액과	조효

소액을	혼합하여	30℃에서	1시간동안	전처리	시켰다.	전처

리반응액과	0.1%	casein기질용액을	섞	어	30분	동안	반응시

킨	후,	잔류	protease	활성을	측정하여	상대적	활성을	비교

하였다.	

(4)	온도	안정성

온도에	따른	protease활성의	안정성을	조사를	하기	위하

여	20℃에서부터	100℃까지	10℃	간격으로	하여	완충용액

과	조효소액을	혼합하여	1시간동안	전처리	시켰다.	전처리

반응액	과	0.1%	casein기질액을	섞어	30℃에서	30분	동안	

반응시킨	후,	잔류	protease	활성을	측정하여	상대적	활성

을	비교하였다.	

(5)	Protease의	활성에	관한	금속이온	및	EDTA의	영향

Protease의	활성에	관한	여러	가지	금속이온	및	EDTA의	

영향은	각종	금속이온과	EDTA를	각각	첨가한	후	30℃에서	

30분간	반응	후	잔류	protease의	활성을	조사하였다.	각종	금

속이온은	10	mM로서	FeSO4,	CuSO4,	CoSO4,	CaCl2,	MgSO4,	

ZnSO4,	MnCl2,	MgCl2	및	10	mM	EDTA를	사용하였다.

3) Protease 활성 측정

배양액을	원심분리(10,000	rpm,	5분,	4℃)한	후,	상등액을	

분리하였다.	Protease	활성	측정	은	50	mM	Tris-HCl(pH	7.4)

린재에서	유래한	Cordyceps	nutans를	인공배양하고,	C.	nu-

tans가	생산하는	단백분해효소활성을	조사하였다.	

대상 및 방법(Materials and Methods)

1. 사용균주 및 배양

본	실험에	사용한	균주는	노린재에서	분리한	C.	nutans로	

PDA	(potato	dextrose	agar)배지에	25℃에서	7일간	배양하

여	접종원으로	사용하였다.	생산을	위한	액체배지로는	glu-

cose	2%,	yeast	extract	0.6%,	CuSO4	0.06%	를	첨가하고,	pH	

7.0으로	조정하여	25℃에서	10일간	배양하여	사용하였다.	

2. 연구방법 

1) 조효소액의 제조

배양액	내의	균체를	제거한	여액을	4℃에서	20분간	5,000	

rpm으로	원심분리하여	상등액	을	회수하였다.	회수한	상

등액에	 (NH4)2SO4	 20%	 포화용액으로	 4℃에서	 염석하였

다.	염석	한	용액을	원심분리하여	상등액을	회수하고	다시	

(NH4)2SO4	70%	포화용액으로	하여	염	석	시킨	후	4℃에서	

10,000	 rpm으로	원심	분리하여	침전물을	회수	하였다.	각	

침전물은	소	량의	Tris-HCl	buffer	(pH	8.0)에	용해하여	투

석한	후	동결	건조하여	-70℃에서	보존하	면서	본	실험의	

시료로	사용하였다.	

2) Protease 의 생화학적 특성

(1)	최적	pH

Protease	활성의	최적	pH를	조사하기	위해	0.1	M	농도의	

완충용액으로	pH	4.0에서부터	pH12.0까지조절하여효소활

성을측정하였다.pH4.0∼6.0완충용액은0.1M	 citrate-phos-

phate,	pH	6.0∼8.0완충용액은	0.1	M	sodium-phosphate,	

pH	 8.0∼10.0완	충용액은	 0.1	 M	 Tris-HCl을,	그리고	 pH	

10.0∼12.0	완충용액은	0.1	M	 glycine-NaOH를	사용하였

다.	각	pH별로	0.1%	casein(w/v)기질용액을	제조하여,	조효

소액과	혼합하여	30	분간	30℃에	반응시킨	후	280	nm에서	

protease활성을	측정하여	상대적	활성을	비교하였	다.	
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에	용해한	0.1%	casein	기질용액	900	㎕와	효소액	100	㎕를	첨

가하여	1시간	동안	반응시켰다.	반응액에	10%	trichloroacetic	

acid	용액	100	㎕를	가하여	반응을	중지시키고	13,000	rpm에

서	20분	동안	원심	분리하여	상등액을	회수하였	으며,	상등

액의	흡광도를	280	nm에서	측정하였다.	효소의	1	unit는	1분

당	흡광도	0.01을	증가시키는데	필요한	효소량으로	하였다

(Braun	V,	1980).

	

결 과(Result) 

1. Protease 활성의 최적 pH

C.	nutans가	생산한	protease의	활성에	관한	pH	영향을	

조사하기	위해	0.1	M	농도의	완	충용액으로	pH	4.0에서부

터	 pH12.0까지	조절하여	효소활성을	측정하였다.	각각의	

pH용	액에	조효소를	용해하여	0.1%	 casein(w/v)기질용액

과	30분간	30℃에	반응시킨	후	protease	활성을	측정한	결

과는	Fig. 1에서와	같이	pH	7.0에서	최적	protease	활성이	

나타	났다.

2. Protease 활성의 최적 온도

Protease활성에	관한	최적온도를	조사하기	위하여	20℃

에서	10℃	간격으로	하여	100℃까	지	설정하여	조사한	결

과를	Fig. 2에	나타내었다.	그	결과	30∼60℃에서	높은	활성

이	나타	났으며	그	중에서도	30℃에서	최대	활성을	보였고,	

70℃부터는	활성이	급격히	감소하였다.

3. Protease의 pH 안정성 

Protease의	pH	안정성을	조사하기	위하여	pH4.0에서부

터	pH12.0까지의	각각의	완충용	액을	조제하여	사용하였

다.	각각의	pH에서	조효소액과	반응시킨	후	잔류활성을	조

사하였다.	protease	활성의	안정성	조사	결과	Fig. 3에서	나

타난	것과	같이	pH6.0에서	pH9.0까지	안정한	것으로	나타

났으며,	이	중	pH7.0에서	가장	높은	안정성을	보였다.	또한	

pH10.0	에서부터는	서서히	감소하나	pH10.0에서	pH12.0

까지는	비슷한	활성을	보였다.

Fig 1. Effect of pH on the activity of protease from C. nutans.

Fig 2. Effect of temperature on the activity of protease from 

C. nutans.

Fig 3. Effect of pH on the stability of protease from C. nutans.
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4. Protease의 온도안정성

Protease의	열에	대한	안정성을	조사하기	위하여	조효소

액을	20℃에서	10℃간격으로	하	여	100℃까지의	온도에서	1

시간	반응	후	그	잔류활성을	조사하였다.	Fig. 4에서	나타난	

것	과	같이	온도가	낮거나	높은	경우	활성이	저하되었으나,	

30℃에서부터	50℃까지의	범위에는	80%	이상의	안정성을	

보였고,	그	중	30℃에서	가장	높은	안정성을	보였다.	

5. 금속이온(metal ion) 및 EDTA의 영향

효소활성에	대한	금속이온	및	EDTA의	영향을	조사하기	

위해	금속이온	및	EDTA처리를	하지	않은	조효소액을	대조

군으로	하여	10	mM	FeSO4,	CuSO4,	CoSO4,	CaCl2,	MgSO4,	

ZnSO4,	MnCl2,	MgCl2,	 EDTA	용액에	조효소액을	처리하여	

활성을	측정하였다.	Table 1에서	나타난	것과	같이	ZnSO4에

서	저해가	나타나고,	FeSO4에서는	오히려	반응이	촉진되는	

것이	관찰되며,	나머지	금속이온들은	효소활성에	큰	영향을	

미치지	않는	것으로	나타났다.	

고 찰(Discussion)

Cordyceps속	균은	모든	곤충군의	유충,	번데기,	성충	등

의	전시기에	걸쳐	침입하여	곤충을	죽게한후이를기주로자

실체를형성하거나포자과를형성하는곤충기생균(entomo-

pathogenic	 fungi)의	일종이며,	자실체는	불로장수의	비약

으로	결핵,	황달,	아편중독의	해독제,	강장제로	이용되고	있

는	균이다(성	등,	1993).	많은	종류의	동충하초들은	인공적

으로	자실체	형성이	가능한	것으로	Cordyceps속을	중심으

로	많은	연구가	진행되고	있다.	인공생산을	위한	액체배양

에	관한	연구는	Sung	등(2002)은	C.	militaris,	Lee	등(2000)

은	Cordyceps	 scarabaeicola의	균사체	배양을	위한	배양이

나	영양원에	대한	최적조건을	보고하였는데	Cordyceps	속

의	균주는	대부분	PDA배지에서	적합하였으며,	영양상	특

별한	제한인자는	없었고,	배지의	pH는	중성부근,	배양온도

는	25℃가	가장	적합하였다.	Choi	등(1999)은	P.	 tenuipes,	

Sung	등(2002)은	C.	militaris,	Lee	등(2002)은	C.	scarabae-

icola의	자실체	생성조건을	규명하였다.	이에	본	연구는	노

린재에서	유래한	C.	nutans에	의해	분비되는	protease의	특

성을	밝히기	위해	본	실험을	수행하였다.	C.	nutans의	pro-

tease	생산을	위한	배양은	PDA(potato	dextrose	agar)배지에	

25℃에서	7일간	배양하여	접종원으로	사용하였고,	기본배

지로는	glucose	2%,	yeast	extract	0.6%,	CuSO4	0.06%를	첨

가하여	25℃에서	10일간	배양하여	사용하였다.	배양상등액

을	원심분리하고	(NH4)2SO4로	염석	및	투석하여	제조한	조

효소에	대하여	protease의	최적온도	및	pH,	온도	안정성과	

pH	안정성을	각각	조사하였다.	최적	protease활성	pH를	조

사한	결과	pH	7.0에서	최적을	보였으며	안정성	실험에서는	

Table 1. Effect of several metal ions and EDTA on the activity 

of protease

Metal ion (10 mM) Relative activity (%)

Control 100

FeSO4 528

CuSO4 106

CoSO4 96

CaCl2 93

MgSO4 94

ZnSO4 87

MnCl2 91

EDTA 108
Fig 4. Effect of temperature on the stability of protease from 

C. nutans.
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pH	6.0에서부터	pH	9.0까지에서	안정성을	80%	이상	유지

하였고,	특히	pH	7.0에서	안정성이	가장	높았다.	C.	nutans

의	protease	온도	안정성을	조사한	결과	30℃에서	50℃까

지	80%이상의	활성을	보였고,	최적	활성온도는	30℃였다.	

이는	C.	militaris에	관한	효소활성도가	pH	7.0에서부터	pH	

8.0까지	안정성을	보이고,	 20℃에서부터	40℃까지	안정성

을	보인	점(김,	2006)과	Paecilomyces	farinosus가	pH	8.5에

서	최적	효소활성을	나타낸	점(Luis	V,	2002)	등이	비슷하였

다.	또한	C.	nutans의	금속이온에	미치는	영향을	조사한	결

과	ZnSO4에서	저해가	나타나고,	FeSO4에서는	오히려	반응

이	촉진되는	것으로	조사됐으며,	나머지	금속이온들은	저해

되나	효소활성에	큰	영향을	미치지	않는	것으로	나타났다.	

이는	C.	militaris의	효소활성도가	Fe2+와	Zn2+에서	저해되었

다(김,	2006)는	결과와는	다소	상이한	경향을	나타냈다.	본	

실험에서는C.	nutans가	생산한	protease의	활성에	관한	생

화학적인	특성을	조사하였으며,	향후	C.	nutans가	생산하는	

protease의	활용가능성을	평가하기	위해서는	위와	같은	실

험	외에도	정제를	통한	더	면밀한	조사를	실시하여야	할	것

이다.	
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