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서   론

피부는 외부로부터의 물리, 화학 및 생물학적 위험으로부터 
인체를 보호해 주는 1차 방어벽 역할을 하는 중요한 기관으로 
알려져 있다(Kim and Jeong, 2012). 그러나 피부는 미생물을 
포함하는 생물학적 요인, 자외선 등을 포함하는 물리적 요인, 다
양한 화학물질을 포함하는 화학적 요인 및 비정상적인 면역학
적 요인(알러젠 등) 등이 존재하는 환경에 지속적으로 노출되면 
다양한 피부질환이 발생한다고 알려져 있다(Shea et al., 2008). 
많은 피부질환 중에서 Staphylococcus epidermidis, Staphylo-
coccus aureus, Cutibacterium acnes와 Candida albicans 등을 

포함하는 피부 상재균에 의한 염증성 질환인 여드름 및 아토피
가 대표적으로 알려져 있다(Kim et al., 2018). 특히, 여드름은 
활발한 사회활동을 영위하는 청소년부터 성인연령층까지 넓은 
연령층에 분포되어 나타나는 염증성 피부질환으로서 원인규명
과 치료를 위해서 많은 사회적 관심과 활발한 연구가 진행되고 
있다(Winston et al., 1991). 많은 연구에도 불구하고 여드름의 
주요 발병원인은 명확히 밝혀져 있지는 않으나 피지선의 비정
상적인 각질화, 호르몬 불균형에 의한 피지 분비 증가, 여드름 
원인균의 증식과 염증반응 등이 주요 발병 원인으로 알려져 있
다(Kim et al., 2006a; Han et al., 2009). 이러한 여드름 발병 원
인들 중에서도 피부 상재균을 포함하는 여드름 원인균의 증식 
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억제와 염증 완화에 대한 연관성 연구가 활발하게 진행되고 있
다(Han et al., 2009; Lee et al., 2015). 특히, C. acnes는 염증성 
여드름 형성의 주요 원인균이며, S. aureus와 S. epidermidis는 
2차 염증 요인으로 작용하여 염증을 더욱 악화시키는 역할을 한
다고 알려져 있다(Lee et al., 2012). 또한 표재성 진균증 중의 하
나로 알려져 있는 칸디다증의 주요 원인균인 C. albicans도 피
부질환의 원인균으로 알려져 있다(Park et al., 2017).
일반적으로 염증성 여드름의 치료에는 염증을 억제하거나 주
요 여드름 원인 균주인 C. acnes 또는 2차 염증 요인으로 알려
진 S. aureus와 S. epidermidis 및 C. albicans에 대해 살균효
과를 갖고 있는 화학적/미생물학적 항생제를 많이 사용하고 있
다(Lee et al., 2010). 현재 주로 사용되는 항생제에는 benzoyl 
peroxide, tetracycline, erythromycin 등이 있지만, 이러한 항생
제들은 항생제 내성 증가와 장기 손상 및 과민반응 등과 같은 다
양한 부작용을 유발한다는 문제가 제시되고 있다(Kim et al., 
2006a; Han et al., 2009; Lee et al., 2015). 특히, 항생제를 장기
간 사용할 경우 여드름 원인 균주뿐만 아니라 피부 정상 균주에 
대한 항생제 내성도 발생할 가능성이 있다. 이러한 문제를 해결
하기 위해서 내성균 유발 가능성과 부작용이 없으면서 효과적
으로 여드름 원인균들을 저해할 수 있는 천연물 유래의 생물소
재 개발을 위한 연구가 활발히 수행되고 있다(Lee et al., 2012; 
Lee et al., 2018; Lee et al., 2021). 그러나 여드름 개선을 위한 
천연소재 연구는 육상 생물 유래의 소재에 집중되어 진행된 반
면에 해양생물을 이용한 천연물 소재 연구는 부족한 실정이다.
참굴(Crassostrea gigas)은 대표적인 부착성 해양무척추동물 
중의 하나로서 홍합, 진주담치 등과 함께 환경 적응력과 높은 
영양학적 가치로 인하여 산업적으로 중요하게 인식되고 있는 
해양성 패류이다(Han et al., 2008). 참굴은 조간대 지역에서 부
착생활을 하며 여과섭식(filter-feeding)을 통해서 먹이를 섭취
하는 서식형태때문에 다양한 환경의 변화나 병원성 인자들에 
의한 감염 위험성에 지속적으로 노출되어 있다(Zannella et al., 
2017). 따라서 참굴과 같은 여과섭식 부착생물들은 열악한 수
생 서식환경에서의 생존을 위해서 효과적인 방어기능을 담당
할 수 있는 다양한 선천면역 체계와 구성 요소들을 함유하고 
있을 것으로 인식되고 있다(Tincu and Taylor, 2004; Lee and 
Seo, 2021).
현재까지 수행된 해양생물 유래의 피부기능개선과 관련된 연
구는 대부분 해조류 추출물을 대상으로 진행되었으며, 참굴 추
출물을 활용한 연구는 참굴 효소가수분해물과 초음파 복합처
리를 통해 얻은 펩타이드의 피부미백과 피부면역에 대한 연구 
등으로 연구범위가 매우 제한적으로 진행되고 있는 실정이다
(Han et al., 2008; Kim et al., 2015). 반면에 대부분의 참굴 추
출물을 활용한 연구는 선천면역과 관련된 내용이 많은 부분을 
차지하고 있다. 참굴의 선천면역을 담당하는 구성요소로는 de-
fensin (Gueguen et al., 2006), cgRPL29 (Seo et al., 2017) 및 
cgUbiquitin (Seo et al., 2013) 등과 같은 항균 펩타이드가 알려

져 있으며, 이들은 참굴의 면역조직인 아가미와 외투막에서 주
로 발현되며, 다양한 세균에 대해서 강한 항균활성을 나타냄으
로써 1차방어에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다. 
그러나 이러한 연구는 참굴의 항균 펩타이드와 선천면역계와
의 연관성을 이해하기 위한 목적으로 수행된 반면, 여드름 균주
의 성장 억제와 염증완화를 포함한 피부기능 개선에 대한 연구
는 부족한 실정이다.
따라서 본 연구에서는 기능성 항균소재로서의 활용 가능성은 
높은 반면 여드름 관련 피부 상재균 억제에 대한 연구는 비교적 
부족한 참굴 추출물의 피부 상재균 억제 효과를 탐색하고 활성
물질을 정제 및 규명함으로써 참굴 추출물의 피부기능 개선 분
야에서의 활용 가능성을 고찰하고자 한다.

재료 및 방법

실험 재료 및 시약

본 실험에 사용한 참굴(C. gigas)은 전라북도 부안 격포항
(2021년 2월 4일)에서 구입하였으며, 살아있는 상태로 실험실
로 운반한 후에 아가미와 외투막 및 내장 조직을 적출한 즉시 추
출과정에 사용하였다.
항균활성 측정을 위한 배지성분으로서 사용된 tryptic soy 

broth (TSB)와 sabouraud dextrose broth (SDB) 및 agarose 
type I (Low EEO Agar)은 Merck사(Merck, Darmstadt, Ger-
many)와 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 각각 구입하여 
사용하였다. 세포독성 실험의 양성 대조구로 사용된 melittin
은 Sigma사(St. Louis)에서 구입하였다. 효소처리 실험을 위한 
trypsin과 chymotrypsin은 Fisher Scientific사(Fairlawn, NJ, 
USA)에서 구입하여 사용하였다. 세균 내막 투과성 측정을 위
해서 사용된 o-nitrophenyl-β-D-galacto-pyranoside (ONPG)
는 Sigma사에서 구입하였다. DNA-binding ability 측정에 사용
된 100 bp DNA ladder는 Bioneer사(Bioneer Corp., Daejeon, 
Korea)에서 구입하였으며, Vibrio parahaemolyticus gDNAs
는 phenol-chloroform method를 사용해서 추출한 것을 사용하
였다(Wilson, 2001). 정제 과정에서 사용된 HPLC용 water와 
acetonitrile (CH3CN)은 Tedia사(Fairfield, OH, USA)로부터 
구입하였고, 그 외의 모든 시약들은 특급을 사용하였다.

조직추출

실험실로 운반된 참굴은 흐르는 수돗물에 씻어서 패각에 부
착된 오염물을 제거한 후, 아가미(gill)와 외투막(mantle) 및 내
장(intestine, 아가미와 외투막을 제외한 모든 부위) 조직을 취
하여 5 mL volume이 될 때까지 얼음 속의 냉각된 용기에 채취
된 각각의 조직을 모았다. 모아진 아가미와 외투막 및 내장 조직
에 가온된 4배량의 1% acetic acid (1:4, v/v)를 첨가하여 100°C
에서 5분 동안 끓인 후, 얼음에 보관하여 충분히 냉각시켰다. 
냉각된 조직은 homogenizer (T10 basic ULTRA-TURRAX; 
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IKA, Wilmington, NC, USA)를 사용하여 얼음 속에서 완전히 
파쇄시켰다(Speed #6, 2분, 실온). 조직 파쇄액은 4°C에서 20분 
동안 8,000 rpm으로 원심분리(VS-21SMT; Vision Scientific, 
Buchon, Korea)를 행한 후에 상층액을 취해서 항균활성 탐색 
및 활성 물질의 정제를 위한 연구에 사용될 때까지 -70°C에 보
관하였다(Seo et al., 2005).

항균활성 측정 및 사용 균주 

항균활성 측정에는 그람 양성균인 Bacillus subtilis KCT 
C1021, Bacillus cereus KCTC1012와 그람 음성균인 Esch-
erichia coli D31, Salmonella enterica KCTC2514, Shigella 
sonnei KCTC2009를 사용하였다. 또한 피부 상재균으로는 
C. acnes KCTC3314, S. aureus KCTC1621, S. epidermidis 
KCTC1917 및 진균인 C. albicans KCTC7965를 사용하였다. 
항균활성 측정 방법으로는 서로 다른 농도를 포함한 두 층의 배
지를 사용하는 ultrasensitive radial diffusion assay (URDA)법
을 이용하였다(Lehrer et al., 1991; Seo et al., 2005). 항균활성 
측정에 사용된 균주는 tryptic soy broth (TSB) (세균용 배지) 
또는 sabouraud dextrose broth (SDB) (진균용 배지)에 접종한 
후 18시간 동안 37°C에서 pre-culture를 수행한 후 colorimeter 
(Product No. 52-1210; BioMerieux, Inc., Durham, NC, USA)
를 사용하여 균 농도를 1×108 CFU (colony forming unit)/mL 
(세균용 배지) 또는 1×106 CFU/mL (진균용 배지)가 되도록 조
정하였다. 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 포
함하는 underlay gel에 각각의 농도로 희석된 균액 0.5 mL을 첨
가하고 잘 섞은 후에 plate에 편평하게 부어 굳혔다. 굳은 plate
에 punch를 사용하여 직경 2.5 mm의 well을 뚫은 후에 5 μL의 
시료를 도입시켰다. 시료가 배지에 완전히 스며들면 3시간 동안 
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 온도에서 18
시간 동안 2차 배양하였다(Seo et al., 2005). 다음날 well 주위
에 생긴 clear zone의 크기를 측정함으로써 항균활성을 확인하
였다. 항균활성 측정 동안 양성 대조구(positive control)로는 미
국산 잡종 농어(Morone saxatilis×Morone chrysops)의 mast 
cell (비만세포)에서 정제된 항균 펩타이드인 piscidin 1을 사
용하였고, 음성 대조구(negative control)로는 1% acetic acid 
또는 0.01% acetic acid를 사용하였다(Silphaduang and Noga, 
2001).

단백질 분해효소 처리에 의한 항균물질의 단백질성 확인

추출물에 포함된 항균물질 또는 정제물의 단백질성을 확인하
기 위해서 단백질 분해효소인 trypsin과 chymotrypsin의 처리 
전·후의 항균활성 변화를 확인하였다. 추출물 또는 정제물 5 μL
에 enzyme 용액(1,000 μg/mL in 50 mM PB, pH 7.4 또는 pH 
7.8) 1 μL를 첨가하고 37°C에서 60분 동안 반응시킨 뒤, URDA

법으로 S. aureus KCTC1621에 대한 항균활성 변화를 측정하
였다(Seo et al., 2017).

추출물에 포함된 항균물질의 salt-effect 확인

추출물에 포함된 항균물질에 대한 salt-effect를 확인하기 위
해서 서로 다른 농도의 NaCl을 underlay gel에 첨가한 후 S. au-
reus KCTC1621에 대한 항균활성 변화를 URDA법을 통하여 
확인하였다. 이를 위해서 S. aureus KCTC1621를 포함하는 un-
derlay gel에 0.5%, 1.0%, 1.5% 및 2.0% 농도가 되도록 NaCl을 
첨가하고 각각의 추출물을 첨가한 후 URDA법을 통해서 항균
활성 변화를 확인하였다.

추출물의 세포독성 확인

추출물의 human dermal fibroblasts (HDF; 106-05N; Sigma-
Aldrich) cell에 대한 세포독성을 확인하기 위해서 MTT (3-[4, 
5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5 diphenyl tetrazolium Bromide) 
assay를 이용하여 cell viability를 측정하였다(Ko et al., 2020). 
이를 위해서 다양한 농도의 추출물(0, 0.5, 1, 10, 50, 100, 200 
mg/mL)을 HDF cell에 처리한 후 추출물의 농도에 따른 세포 
생존율을 확인하였다. 벌독 유래의 강한 세포독성이 알려져 있
는 melittin (Sigma-Aldrich-M2272, from bee venom approx. 
85%)을 양성 대조구로 사용하였다(Han et al., 2009).

추출물의 내막 투과성 측정(cytoplasmic membrane 
permeabilization assay)

추출물의 세균 내막 투과성 측정을 위해서 β-galactosidase 
활성을 포함하는 E. coli ML35p와 nonmembrane-permeative 
chromogenic 기질인 o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 
(ONPG)가 포함된 용액에 추출물을 도입시킨 후 E. coli 
ML35p의 세포질에서 유출된 β-galactosidase의 활성을 확인
하는 실험을 수행하였다(Skerlavaj et al., 1990). 이를 위해서 배
양된 mid-log phase의 E. coli ML35p를 10 mM sodium phos-
phate buffer (pH 7.4)로 세척을 한 후, 1.5 mM의 ONPG를 포
함하는 동일 butter에 용해시켰다. 그 후, 측정할 추출물들을 첨
가한 뒤 37°C에서 60분간 배양하면서 10분 간격으로 유출된 
β-galactosidase에 의한 ONPG의 가수분해물인 o-nitrophenol
의 농도를 405 nm에서 측정하였다. 막 투과활성 측정의 양성 대
조구로는 강한 막 투과성을 포함하는 것으로 알려진 항균 펩타
이드인 piscidin 1을 사용하였다.

DNA-Binding (DNA-결합성) Assay

추출물에 존재하는 DNA 결합성 물질의 존재유무를 확인하
기 위해서 DNA binding에 의한 DNA band들의 agarose gel-
electrophoresis에서의 이동의 저해 정도를 확인하는 DNA-
binding assay를 수행하였다(Hsu et al., 2005). 이를 위해서 100 
bp DNA ladder (0.1 μg) 또는 V. parahaemolyticus genomic 
DNA (0.1 μg)와 추출물을 혼합해서 37°C에서 60분 동안 반응
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시키고 0.5 μg/mL EtBr을 포함하는 1.8% 또는 1.2% agarose 
gel에서 전기영동을 수행한 후 DNA band의 유무 및 이동 정
도를 확인함으로써 DNA-binding 정도를 확인하였다. DNA-
binding ability의 비교물질로는 미국산 잡종 농어의 비만세포
에서 유래한 항균 펩타이드인 piscidin 1을 사용하였다. 

Acid-Urea PAGE와 bug-blot

추출물 내의 양이온성 단백질/펩타이드성 물질의 조성과 활
성 band를 확인하기 위해서 acid-urea PAGE와 bug-blot (gel 
overlay assay)을 E. coli D31에 대해서 수행하였다(Seo et al., 
2005; Seo, 2016). Bug-blot에 사용될 LB (luria-bertani) plate 
제조를 위해서 E. coli D31은 TSB에서 37°C로 18시간 동안 배
양한 후 colorimeter (Product No. 52-1210; BioMerieux, Inc.)
를 사용하여 균 농도를 84%T (≒ 1×108 CFU/mL)가 되게 조
정하였다. 그 후, 9.5 mL의 LB, 1% Type I agarose, 10 mM 
phosphate buffer (PB) (pH 6.7) 및 0.5% NaCl를 포함하는 gel
에 희석된 균액 0.5 mL (1×108 CFU/mL)를 넣고 잘 섞은 후에 
plate에 편평하게 부어 굳혔다.

AU-PAGE와 bug-blot을 위해서 동일한 2개의 gel과 동일한 
2개의 시료를 제조하여 2개의 gel에 AU-PAGE 후 염색/탈염
색 용도와 AU-PAGE 후 bug-blot 용도로 각각 사용하였다. 먼
저, AU-PAGE를 위한 gel은 urea 3.6 g, D.W. 3.4 mL, 30% 
acrylamide/1.6% bis-acrylamide solution 5 mL, glacial HAc 
0.65 mL를 비커에 넣고 stirring (10분, 실온)과 degassing (20
분, 실온, desiccator)을 한 후 TEMED (tetramethylethylenedi-
amine) 0.06 mL, 10% APS (ammonium persulfate) 0.275 mL
를 첨가한 후 stirring (1분, 실온)하고, gel액을 붓고 실온에서 
16시간 동안 굳혔다. 제조된 gel을 전기영동 장치에 조립한 후 
5% acetic acid를 붓고 pre-run (150 v, 50 min, 실온, reversed 
polarity; lower chamber cathode)을 수행하였다. Well에 도입
할 각 시료 20 μL는 20 μL의 2×sample buffer와 1:1 (v/v)로 
혼합해서 사용하였고, human histone H1 (∼21 kDa) 1 μg, 
human lysozyme (∼11 kDa) 1 μg, aprotinin (∼6.5 kDa) 1 
μg, magainin II (∼2.4 kDa) 1 μg 및 Ab4-7 (~1.3 kDa) 1 μg
을 포함하는 20 μL의 standard solution은 20 μL의 2×Sample 
buffer와 1:1 (v/v)로 혼합해서 사용하였다. Pre-run이 끝난 후 
running buffer (5% acetic acid)를 교체하고 각각의 well에 시
료를 도입시킨 후 전기영동을 실시하였다(150 v, 50분, 실온, 
reversed polarity; lower chamber cathode). 전기영동 후, 1개의 
gel은 CBB R-250으로 염색과 탈염색 과정을 수행하여 단백질
성 물질들의 band 유무를 확인하였다. 나머지 1개의 gel은 rinse 
buffer (10 mM PB buffer, pH 7.4)로 2회 세척을 한 후에 E. coli 
D31을 포함하는 LB plate에 overlay시킨 후 37°C에서 3시간 
동안 1차 배양하였다. 1차 배양 후에 overlay시켰던 AU-PAGE 
gel을 제거한 후에 LB plate는 동일한 온도에서 18시간 동안 2
차 배양하였다. 다음날 LB plate에 나타난 clear zone을 염색 및 

탈색된 gel의 band 결과와 비교하였다.

Solid phase extraction

아가미 추출물에 존재하는 S. aureus KCTC1621에 대한 항
균활성 물질의 조정제 과정은 Sep-Pak C18 cartridge (Waters 
#WAT036925, 5 g, 20 CC)를 이용한 solid-phase extraction 
방법을 이용하여 수행하였다(Kim et al., 2006b). 이를 위해
서 Sep-Pak C18 cartridge는 20 mL의 acidified acetonitrile 
(ACN) (0.1% trifluoroacetic acid, TFA, 포함)로 활성화시킨 
후 20 mL의 acidified water (0.1% TFA 포함)로 세척하였다. 
세척된 C18 cartridge에 10 mL의 아가미 추출물을 도입한 후
에 20 mL의 acidified water (H2O), 10% acidified acetonitrile 
(10A), 60% acidified acetonitrile (60A) 및 100% acidified 
acetonitrile (100A)을 사용하여 순차적으로 용출시킨 후 각각
의 분획을 농축하고 0.01% acetic acid에 용해시켜 S. aureus 
KCTC1621에 대한 항균활성 측정 및 항균활성 물질의 정제과
정에 사용하였다.

항균활성 물질의 분리 및 정제

Sep-Pak C18 cartridge에서 분리된 활성 분획에 존재하는 항
균물질의 분리 및 정제과정은 HPLC (YL9100 HPLC system; 
Young Lin Instrument Co., Anyang, Korea)를 이용하여 수행
하였다(Seo et al., 2017). Sep-Pak C18 cartridge에서 분리된 
60% acidified acetonitrile 용출액(60A)에 존재하는 항균물질
의 정제과정은 양이온 교환 및 역상 HPLC column을 순차적으
로 사용하여 수행되었고, 정제과정 중의 분획들에 대한 항균활
성은 S. aureus KCTC1621에 대해서 URDA법으로 측정하였
다. 첫 번째 정제과정으로 solid-phase extraction 과정에서 가
장 강한 항균활성을 나타낸 60A를 TSK-gel SP-5PW column 
(7.5 mm×75 mm; Tosoh, Tokyo, Japan)에 도입시키고 다음
과 같은 조건으로 정제과정을 수행하였다. A buffer는 10 mM 
phosphate buffer (PB; pH 6.0)이며 B buffer는 1.0 M NaCl을 
포함하는 10 mM PB (pH 6.0)를 사용하였다. 분리조건은 0%
에서 100%까지 100분 동안 B buffer를 순차적으로 증가시킨 
후 1.0 M NaCl에서 20분간 isocratic elution (등용매 용리)과정
을 수행하였으며, 유속은 1.0 mL/min, 파장은 220 nm에서 분
리과정을 수행하였다. 분취된 분획은 salt를 제거한 후 S. aureus 
KCTC1621에 대한 항균활성을 URDA법을 사용해서 확인하
였다. 두 번째 정제과정으로 활성이 확인된 분획을 CapCell-
Pak C18 column (4.6 mm×250 mm)에 적용시켜 다음과 같
은 조건으로 최종 정제과정을 수행하였다. A 용매는 0.1% TFA
를 포함하는 H2O (pH 2.2)이며 B 용매는 0.1% TFA를 포함하
는 100% CH3CN (pH 2.2)를 사용하였다. 분리조건은 5%에
서 65%까지 60분간 B용매를 순차적으로 증가시켰으며, 유속
은 1.0 mL/min, 파장은 220 nm에서 확인하였다. 최종 정제된 
물질은 구조분석을 위한 MALDI-TOF MS 측정과 amino acid 
sequence 분석에 사용하였다.
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정제 펩타이드의 분자량 측정 및 일차구조 분석 

최종 정제된 펩타이드의 분자량은 MALDI (matrix-assisted 
laser desorption ionization)-TOF (time-of-flight)/TOF 5800 
system (AB SCIEX)를 사용한 linear mode로 측정하였다(Seo 
et al., 2017). 정제물질을 0.1% TFA/50% CH3CN (1:1, v/v)에 
녹인 후 sinapinic acid (SA) matrix solution (10 mg/mL SA in 
0.1% TFA/30% CH3CN, 1:1, v/v)과 혼합하여 MALDI plate
에 도입한 후에 분자량을 측정하였다. 표준물질로는 MS Cali-
bration mixture를 사용하였다. 또한, 정제물의 N-말단 아미노
산 서열은 API492 Procise protein sequencer (Applied Biosys-
tems, Waltham, MA, USA)를 사용하여 분석하였다.

결과 및 고찰

추출물의 항균활성

부안산 참굴(C. gigas)로부터 채취한 아가미(gill)와 외투막
(mantle) 및 내장(intestine) 조직들은 1% acetic acid (초산)를 
이용한 약산 추출과정을 수행하였으며, 각 추출물의 항균활성 
범위는 B. subtilis KCTC1021, B. cereus KCTC1012과 E. coli 
D31, S. enterica KCTC2514, S. sonnei KCTC2009 및 진균인 

C. albicans KCTC7965에 대해서 URDA법을 이용하여 측정
하였다. 측정 결과, 각 추출물은 측정 세균들에 대해서 강한 항
균활성을 나타낸 반면에 진균인 C. albicans KCTC7965에 대
해서는 항균활성을 나타내지 않았다(Fig. 1A). 이러한 결과는 
추출물의 항균활성 범위는 진균보다는 세균에 한정되어 있을 
가능성을 나타내는 것이다(Seo, 2016). 또한, 각 추출물들의 피
부 상재균에 대한 항균활성 유무를 확인하기 위해서 3가지의 세
균(C. acnes KCTC3314, S. aureus KCTC1621, S. epidermidis 
KCTC1917)에 대해서 URDA법을 이용하여 항균활성을 측정
하였다. 측정 결과, 추출물들은 피부 상재균 중에서 S. aureus 
KCTC1621에 대해서만 특이적으로 항균활성을 나타내었다
(Fig. 1B). 이러한 결과는 추출물들은 피부 상재균 중에서 S. 
aureus KCTC1621에 대해서 특이적으로 항균활성을 나타내는 
물질을 함유하고 있다는 것을 의미하는 것이다.
각 추출물 내의 S. aureus KCTC1621에 특이적으로 항균활
성을 나타내는 양이온성 아미노산(Lys과 Arg)과 방향족 아미
노산(Trp, Phe, Tyr)을 포함하는 단백질성 항균물질의 존재유
무를 확인하기 위하여 각 추출물(5 μL)의 단백질 분해효소인 
trypsin 및 chymotrypsin 처리 전∙후의 항균활성 변화를 S. au-
reus KCTC1621에 대해서 URDA법을 이용하여 측정하였다
(Fig. 2A). 측정 결과, 추출물들은 trypsin과 chymotrypsin 처리 

Fig. 1. Antimicrobial activity of the crude extracts of the Pacific oyster Crassostrea gigas. A, antimicrobial activity of the acidified gill, 
mantle, and intestine extract against Gram-positive bacteria including Bacillus subtilis and B. cereus, Gram-negative bacteria including 
Escherichia coli D31, Salmonella enterica, and Shigella sonnei, and Candida. albicans; B, antimicrobial activity of the acidified gill, mantle, 
and intestine extract against acne-causing pathogens including Cutibacterium acnes, Staphylococcus aureus, and S. epidermidis. Scale bar 
indicates 5 mm.
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후에는 S. aureus KCTC1621에 대한 항균활성이 거의 소실되
는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 추출물에 포함된 S. aureus 
KCTC1621에 대해서 특이적으로 항균활성을 나타내는 물질
은 아르기닌(Arg) 또는 라이신(Lys)과 같은 양이온성 아미노
산과 트립토판(Trp), 페닐알라닌(Phe), 또는 타이로신(Tyr) 같
은 방향족 아미노산 등을 포함하는 단백질성 물질일 가능성이 
있음을 의미하는 것이다(Lee and Seo, 2021). 따라서 S. aureus 
KCTC1621에 대한 항균활성에는 추출물에 포함된 단백질성 
물질이 중요한 역할을 담당하는 것으로 판단된다. 추출물들의 
항균활성도 비교에서는 아가미 추출물과 내장 추출물은 유사한 

활성도를 나타낸 반면에 외투막 추출물은 상대적으로 약한 항
균활성도를 나타내었다.
추출물에 포함된 S. aureus KCTC1621에 대해 특이적으로 
항균활성을 나타내는 단백질성 항균물질에 대한 salt effect 확
인은 S. aureus KCTC1621를 포함하는 underlay gel에 0-2% 
NaCl을 첨가한 후 URDA 법을 사용하여 측정하였다(Fig. 2B). 
측정 결과, 추출물들의 항균활성은 0.5% NaCl 농도까지는 활
성이 유지 또는 감소되었으나 1.0% NaCl 농도부터는 항균활
성이 거의 소실되는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 S. aureus 
KCTC1621에 대한 항균활성 물질들은 salt에 매우 민감하다는 

Fig. 2. Proteolytic stability and salinity stability of the crude extract against Staphylococcus aureus KCTC1621. A, antimicrobial activity of 
the acidified gill, mantle or intestine extract (before) and after treated with trypsin, T, or chymotrypsin, C, against S. aureus KCTC1621; B, 
antimicrobial activity of the acidified gill, mantle or intestine extract was tested by incubating the crude extract in the various NaCl concen-
trations (0-2.0 %) against S. aureus KCTC1621. Scale bar indicates 5 mm.
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Fig. 3. Cell viability of the crude extracts against human dermal fibroblasts. Antimicrobial peptide, Melittin (17 μg) from the honey bee 
venom, was used as positive control. The data are expressed cell viability as % of untreated control (Mean ± SD, *P<0.05, Mussel extract 
vs untreated control).
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것을 의미하는 것이다(Nam et al., 2019). 따라서 추출물에 포함
된 S. aureus KCTC1621에 대해서 항균을 나타내는 물질은 참
굴의 hemocytes 외부환경으로 분비되기 보다는 hemocytes 내
부에서 항균작용을 수행할 가능성이 있는 것으로 판단된다. 일
반적으로 천연물 유래의 항균 펩타이드는 NaCl에 의해서 항균 
활성이 저해를 받는 경우가 많으며, 몇몇 해양생물 유래의 항균 
펩타이드의 경우에는 NaCl에 대해서 저항성을 가진다고 알려
져 있다(Lee et al., 1997; Kerenga et al., 2019).

추출물의 세포독성 확인

추출물의 세포독성을 확인하기 위해서 HDF cell의 세포증식
에 대한 영향을 MTT assay를 통해서 확인하였다(Fig. 3). 추출
물을 첨가하지 않은 것(0 mg/mL)과 강한 세포독성이 알려진 꿀
벌(Apis mellifera) 독(venom) 유래 항균 펩타이드인 melittin을 
양성 대조구로 사용하고, 농도별(0.5, 1, 10, 50, 100, 200 mg/
mL)로 추출물을 처리한 후 cell viability를 측정하였다. 측정 결
과, 양성 대조구로 사용한 melittin (17 μg)은 강한 세포독성을 
나타내었다(Han et al., 2009; Lee et al., 2018). 반면에 추출물
들은 0.5 mg/mL 농도까지는 거의 세포독성을 나타내지 않았으
나 그 이상의 농도부터는 세포독성을 나타내었으며, 아가미 추
출물에 비해서 상대적으로 외투막 또는 내장 추출물이 높은 세

포 독성을 나타내었다. 이러한 결과는 HDF cell에 대해서 참굴 
추출물들의 유효 활용 농도범위는 0.5 mg/mL 이하임을 의미하
는 것이고, 추출물의 직접적인 활용을 위해서는 아가미 추출물
이 상대적으로 더 유의하다는 것을 나타내는 것이다.

추출물에 포함된 항균물질의 세균 내막 투과성 확인 실험

추출물에 포함된 항균물질의 작용부위가 세포막 자체인지를 
확인하기 위해서 membrane permeabilization assay를 수행하
였다(Fig. 4A). 실험결과, 양성 대조구로 사용한 piscidin 1은 강
한 내막 투과성을 나타낸 반면 추출물들은 막 투과성을 거의 나
타내지 않았다(Seo, 2016). 이러한 결과는 추출물에 포함된 항
균물질은 세균의 세포질 내 물질을 유출시킬 정도로 세균 막에 
대해서 강한 투과성을 나타내지 않거나 세포질 내 물질의 유출
없이 세포막을 통과할 가능성이 있다는 것을 의미하는 것이다
(Lee and Seo, 2021). 따라서 추출물 내의 항균물질의 예상 작
용 부위는 막 자체가 아닌 것으로 판단된다.

추출물에 포함된 DNA-결합성 확인 실험

추출물에 포함된 항균물질의 작용부위가 핵 내부의 DNA 인
지를 확인하기 위해서 추출물들과 DNA (100 bp DNA ladder 
또는 V. parahaemolyticus gDNA)와의 상호작용에 의한 전기

(A) (B)

Gill

Antimicrobial activity
Microbe

IntestineMantle

Gram
stain

+

+

+

, 5 mm

Gill

Antimicrobial activity
Microbe

B. subtilis

B. cereus

C. acnes

S. aureus

S. epidermidis

E. coli D31

S. enterica

S. sonnei

C. albicans

S. aureus

S. aureus

IntestineMantle

, 5 mm

Gram
stain

+

+

-

-

-

Yeast

(A) (B)

Before T C

Gill

Mantle

Antimicrobial activity

Tissue

Intestine

, 5 mm

Tissue

Mantle

0% 1.5%1.0%0.5%

Gill

NaCl (%)

2.0%

Intestine

, 5 mm

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

0 10 20 30 40 50 60

O
.D

.4
05

Time (min)

Gill extract
Mantle eatract
Intestine extract
Piscidin 1
PBS

Gill Mantle Intestine Buffer 

(A) (B)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6

bp

2000
1600

1200
1000
900
800
700
600
500
400

300

bp

10200
8000
5991
5007
4000
2961

1600

500

1000

2000

Ab
so

rb
an

ce
 a

t 2
20

 n
m

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 20 40 60 80 100

Time (min)

0

0.5

1.0

(-
--

) N
aC

l (
M

)

120

, 5 mm

Sep-Pak C18 extract 
H2O 10A 60A 100A

, 5 mm

(A) (B)
(-

--
) %

 C
H

3C
N

5

35

65

Ab
so

rb
an

ce
 a

t 2
20

 n
m

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

23.5 min
, 5 mm

Before After

(A) (B)
1 5 10 15

Crassostrea gigas
(Pacific oyster)

: RFGXPRIRKYYEEEY

Mytilus coruscus (CA4)
(Hard-shelled mussel)

: ---CPRRRKYYYEQY
294 305

*X, unidentified residue
*CA4, Carbonic anhydrase 4

4800.8

In
te

ns
ity

 (%
)

2998.0 3758.4 4518.8 5279.2 6039.6 6800.0
0

60

50

40

30

20

10

m/z

70

80

90

100

Piscidin 1 

0

20

40

60

80

100

120

0 0.5 1 10 50 100 200 Melittin (17 μg)

C
el

l v
ia

bi
lity

 (%
 o

f u
nt

re
at

ed
 c

on
tro

l)

Concentration (mg/mL) 

Gill extract

Mantle extract

Intestine extract

Fig. 4. Cytoplasmic membrane permeabilization of Escherichia coli ML35p by the crude extract and gel retardation analysis or the binding 
of the crude extract to DNA. A, cytoplasmic membrane permeabilization of the crude extract was monitored as an increase in fluorescence 
intensity by the hydrolysis of the impermeable, chromogenic substrate ONPG in the presence of piscidin 1 (4 μg) or the crude extract (5 
μL) for 60 min. The yellow color represents strong membrane permeabilizing ability (inset); B, the binding ability of the extract (5 μL) to 
DNA was assessed by measurement of the migration of a commercial 100-bp DNA ladder (0.2 μg) (left) or Vibrio parahaemolyticus gDNA 
(right) through an agarose gel (1.8 % or 1.4 %). (Left) Lane 1, 100-bp DNA ladder (0.2 μg); lane 2, positive control, piscidin 1 (1 μg); lane 
3, gill extract (5 μL); lane 4, mantle extract (5 μL); lane 5, intestine extract (5 μL). (Right) Lane 1, 1 kb DNA marker (0.2 μg); lane 2, V. 
parahaemolyticus gDNA (0.2 μg); lane 3, gill extract (5 μL); lane 4, mantle extract (5 μL); lane 5, intestine extract (5 μL); lane 6, positive 
control, piscidin 1 (1 μg).



이지은ㆍ서정길934

장에서의 DNA migration 저해 활성을 DNA-binding assay를 
통하여 확인하였다(Fig. 4B). 측정 결과, 양성 대조구로 사용한 
piscidin 1은 100 bp DNA ladder (Fig. 4B left) 및 V. parahae-
molyticus gDNA (Fig. 4B right)에 대해서 강한 DNA migra-
tion 저해 활성을 나타내었으며, 이와 유사하게 추출물들도 두 
종류의 DNA에 대해서 강한 DNA migration 저해 활성을 나타
내었다. 이러한 결과는 piscidin 1과 추출물에 존재하는 항균물
질은 DNA와 유효한 상호작용(DNA-binding)을 할 가능성이 
있다는 것을 의미하는 것이다(Seo et al., 2021). 따라서 추출물
에 포함된 항균물질의 작용기작은 세포막을 직접 공격하기 보
다는 intracellular components들(예: DNA)과 상호작용함으로
써 다양한 DNA 관련 작용/반응에 영향을 주어서 항균작용을 
나타내는 것으로 예측된다(Lee and Seo, 2021).

Acid-urea PAGE와 bug-blot 

추출물 내의 염기성 단백질/펩타이드의 구성과 그들의 항균활
성 유무를 확인하기 위해서 AU-PAGE와 bug-blot (gel overlay 
assay)을 수행하였다(Fig. 5). 그 결과, 추출물들은 저분자 물질
보다는 상대적으로 고분자 물질의 농도가 높은 것으로 나타났
으며, 외투막과 내장 추출물보다는 아가미 추출물에서 구성물
질들의 다양성이 더 높게 나타났다(Fig. 5A). 또한, 추출물에 포
함된 주요한 항균활성은 slow migration zone (SMZ) (Histone 
H1, ~11 kDa), intermediate migration zone (IMZ) (Aprotinin, 
~6.5 kDa)과 rapid migration zone (RMZ) (Magainin II, ~2.4 
kDa)을 포함하는 세 부위에서 나타났으며, SMZ의 항균활성
이 IMZ 및 RMZ 보다 상대적으로 강하게 나타났다(Fig. 5B) 
(Noga et al., 2009). 이러한 결과는 참굴 추출물에는 다양한 분
자량의 단백질성 항균물질이 존재하고 있으며, 아마도 고분자

의 단백질성 항균물질이 보다 중추적인 역할을 담당할 가능성
이 있음을 의미하는 것이다.

항균활성 물질의 정제

세포독성과 항균활성 결과를 토대로 아가미 추출물로부터 S. 
aureus KCTC1621에 대한 항균활성 물질을 정제하기 위해서 
solid-phase extraction (Sep-Pak C18 cartridge) 과정을 통해
서 얻은 활성 분획을 양이온 교환 HPLC column 및 역상(C18) 
HPLC column을 사용한 연속적인 정제과정에 도입하였다. 첫 
번째 정제과정으로 아가미 추출물의 solid-phase extraction 
(Sep-Pak C18 cartridge) 과정을 수행한 후 얻어진 4 가지 분획
물(H2O, 10A, 60A, 100A)들의 S. aureus KCTC1621에 대한 
항균활성을 URDA법으로 측정하였다. 측정 결과, 분획물들 중
에서 60% acetonitrile (60A) 분획물에서 가장 강한 항균활성을 
나타내었다(Fig. 6A inset). 두 번째 정제과정으로 solid-phase 
extraction 과정을 통해서 분리된 활성 분획 60A를 TSK-gel 
SP-5PW column (7.5 mm×75 mm; Tosoh)에 도입한 후 얻어
진 각각의 용출 분획은 salt 제거 후에 S. aureus KCTC1621에 
대한 항균활성을 URDA법으로 측정하였다(Fig. 6A). 측정 결
과, S. aureus KCTC1621에 대한 항균활성은 1.0 M NaCl 농도
에서 용출된 분획에서 확인되었다. 세 번째 정제과정으로 cat-
ion-exchange chromatography에서 얻어진 1.0 M NaCl 용출
액을 CapCell-Pak C18 column (4.6 mm×250 mm; Shiseido, 
Tokyo, Japan)에 도입하여 23.5분(28.5% CH3CN)에 용출된 항
균물질을 최종적으로 순수하게 정제하였다(Fig. 6B). 최종 정
제된 물질의 trypsin 처리 전·후의 S. aureus KCTC1621에 대
한 항균활성 변화를 확인한 결과 항균활성이 완전히 소실되었
다(Fig. 6B inset). 이러한 결과는 S. aureus KCTC1621에 대해
서 항균활성을 나타내는 최종 정제물질은 단백질성 항균물질
임을 의미하는 것으로서 정제된 항균물질의 일차구조 분석을 
위해서 분자량 측정(MALDI-TOF MS)과 N-말단 아미노산 서
열분석과정(N-terminal amino acid sequencing)을 수행하였다
(Seo et al., 2017).

정제된 항균활성 물질의 일차구조 분석

최종 정제된 항균물질의 분자량은 MALDI-TOF/TOF 500 
system (AB SCIEX)을 이용하여 linear mode로서 측정하였다
(Fig. 7A). 분자량 측정을 위한 matrix로는 SA (sinapinic acid
를 사용하였으며, 표준물질로는 MS calibration mixture를 사
용하였다. 분자량 측정 결과, 정제된 물질의 분자량은 4800.8 
Da으로 확인되었다. 이러한 결과를 바탕으로 정제 물질의 일
차구조를 분석하기 위해서 edman degradation을 통한 N-말단 
서열분석 과정을 수행한 결과 양이온성 아미노산으로서 Lys과 
Arg 및 방향족 아미노산인 Phe과 Tyr을 함유한 총 15개까지의 
아미노산 서열(1개의 불검출 서열 포함, Cys으로 예측됨)을 확
인하였다(Fig. 7B). N-말단 서열분석 결과로부터 확인된 항균 
펩타이드의 15개 아미노산 서열을 NCBI의 GenBank database 

Fig. 5. AU-PAGE and gel overlay assay (bug-blot) of the crude 
extract against Escherichia coli D31. A, AU-PAGE run and stained 
with Coomassie Brilliant Blue R-250. Lane 1, molecular weight 
markers: 1 μg of human histone H1, 1 μg of human lysozyme, 1 
μg of aprotinin, 1 μg of magainin II, and 1 μg of Ab4-7; lane 2, 20 
μL of gill extract; lane 3, 20 μL of mantle extract; lane 4, 20 μL of 
intestine extract; B, Bug-blot (gel overlay assay) of the acidified 
extract against E. coli D31.
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protein blast 검색을 실시한 결과 참담치(Mytilus coruscus)에
서 보고된 CA4 단백질(carbonic anhydrase 4 protein)의 아미
노산 서열(294-305번째 아미노산)과 부분적인 유사성을 나타

내었으나 참굴 유래 단백질/펩타이드 서열들과는 유사성이 전
혀 확인되지 않았다. 또한, 최근에 보고된 Mediterranean mus-
sel (Mytilus galloprovincialis)의 외투막(mantle)에서 정제 및 

Fig. 6. Purification of antimicrobial peptide from the gill extract. A, Cation-exchange HPLC separation of the gill extract. The active Sep-
Pak C18 fraction (60A) (inset-underline) was fractionated by the Cation-exchange HPLC column (TSK-gel SP-5PW, 7.5×75 mm). Elution 
was performed with a linear gradient of buffer A (10 mM PB, pH 6.0) and buffer B (1.0 M NaCl in 10 mM PB, pH 6.0) from 0 to 1.0 M NaCl 
for 100 min and isocratic elution for 20 min with 1.0 M NaCl at a flow rate of 1 mL/min. The eluate was monitored at 220 nm. The elution 
point of the active fraction occurred at 1.0 M NaCl (arrow). Fraction of the absorbance peak (indicated by the arrow) showed antimicrobial 
activity against Staphylococcus aureus KCTC1621 (inset); B, final purification of the active peak by Reversed-phase HPLC separation. The 
peak (indicated by the arrow) was purified with a CapCell-Pak C18 column (4.6×250 mm) using a linear gradient of 5->65 % CH3CN in 
0.1 % TFA for 60 min at a flow rate of 1 mL/min. The eluate was monitored at 220 nm. The elution point of the active peak was at 28.5 % 
(23.5 min) CH3CN. Antimicrobial activity of the purified peak (before) and trypsin treated purified peak (after) against S. aureus KCTC1621 
(inset). Scale bar indicates 5 mm.
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Fig. 7. The molecular weight of the purified peptide and sequence alignment of the identified N-terminal amino acid sequence with CA4 pro-
tein from the hard-shelled mussel Mytilus coruscus. A, the molecular weight of the purified peptide was determined using an MALDI-TOF/
TOF 500 system (AB SCIEX) in linear mode. The mass spectrum showed the singly charged species (4800.8): this indicated a molecular 
weight of 4800.8 Da; B, the N-terminal amino acid sequence (15 amino acid containing one unidentified residue, X) of the purified peptide 
and comparison of sequence with the CA4 protein (carbonic anhydrase 4 protein: from residue number 294 to 305) from the hard-shelled 
mussel Mytilus coruscus. The homology sequence are in dotted line box. Dots indicate non homologous sequences.
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보고된 α-carbonic anhydrase (CA)와도 서열 유사성이 거의 
없는 것으로 확인되었다(Perfetto et al., 2017). 따라서 정제된 
항균 펩타이드는 참담치의 CA4 단백질(carbonic anhydrase 4 
protein)과 부분적인 서열 유사성을 가지는 새로운 항균 펩타
이드로 판단되며, CA4 protein (carbonic anhydrase 4 protein) 
또는 CA4 protein 유래 fragment들의 항균기능과의 연관성을 
제시할 수 있는 최초의 연구 결과로 활용될 수 있을 것으로 사
료된다. 이러한 분석결과를 토대로 정제된 항균 펩타이드는 
cgCAFLP (C. gigas CA fragment-like peptide)로 명명하였다.
본 연구 결과 부안산 참굴 추출물은 세포독성이 낮은 단백질
성 항균물질들을 포함하고 있으며, 이들의 항균활성은 salt에 
의해 저해를 받는 것으로 확인되었다. 또한, 추출물 내의 단백
질성 항균물질은 세균 막을 직접적으로 공격하기 보다는 세포
내 구성물질(intracellular components, DNA 등)들과의 상호
작용을 통해서 항균활성을 나타내는 것으로 예측된다(Seo et 
al., 2021). 그리고 아가미 추출물로부터 피부 상재균 중에서 S. 
aureus KCTC1621에 대해서 특이적으로 항균활성을 나타내
는 분자량 4800.8 Da의 새로운 항균 펩타이드를 정제하였으
며 N-말단의 15개 아미노산 서열을 규명하였다. 정제된 항균 
펩타이드는 참담치(M. coruscus) 유래의 CA4 단백질(carbonic 
anhydrase 4 protein)의 아미노산 서열과 부분적인 유사성을 나
타내었으며, CA4 protein 또는 단편들의 항균기능과의 연관성
을 설명할 수 있는 최초의 연구결과로 판단된다. 따라서 본 연구
결과는 참굴 유래 단백질/펩타이드들의 선천면역과의 연관성
에 대한 이해를 증대시킬 수 있는 기초자료로 활용될 수 있을 뿐
만 아니라 피부 상재균인 S. aureus KCTC1621의 성장억제 효
과를 통한 피부기능 개선 천연물 소재로서 참굴 추출물의 활용 
가능성을 제시할 수 있을 것으로 판단된다.
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