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간장 유래 혈전분해 효소 생산 균주의 분리 및 배양학적 특성
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Isolation and Optimized Culture Conditions of Fibrinolytic Enzyme Producing Strain Isolated from

Korean Traditional Soybean Sauce. Baek, Seong Yeol1, Hye Ju Yun1,2, Heui-Dong Park2, and Soo-Hwan

Yeo1*. 1Fermentation & Food Processing Division, Department of Agro-food Resource, NAAS, RDA, Suwon 441-
853, Korea, 2Department of Food Science & Technology, Agro Biotechnology Education Center, Kyungpook
National University, Daegu 702-701, Korea − Bacterial strains exhibiting fibrinolytic activity were screened

from traditional Korean soybean sauce. The Fibrinolytic activities of the various isolated microorganism were

further examined and the superior strain YJ11-21 was selected for further analyses. Gene sequence analysis of

16S rDNA of the YJ11-21 strain revealed Bacillus licheniformis. Optimal culture conditions were investigated

in order to maximize the production of the fibrinolytic enzyme by YJ11-21. Amongst the carbon sources

tested, glucose was the most effective for enzyme production and amongst the nitrogen sources tested, yeast

extract was seen to be the most effective. A one percent addition of NaCl to the medium resulted in the highest

fibrinolytic activity. Interestingly, a 10% addition of NaCl resulted in a high activity together with a high cell

growth rate. Therefore, YJ11-21 is speculated of being a halotolerant. The optimum pH and temperature for

enzyme production were a pH of 9.0 and 30oC, respectively.
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서 론

현대사회에서 식생활의 서구화와 스트레스로 인해 동맥경

화증, 심근경색, 뇌졸증, 혈전증과 같은 성인병이 해마다 증

가되고 있다. 그 중 뇌혈관 질환은 상처 발생시 생긴 fibrin

이 뇌혈관 등에 분해되지 않고 축적되어 혈액순환을 방해하

면서 발생된다. 우리 신체는 혈관을 통해 각 조직에 영양물

질과 산소를 공급하여 신진대사를 유지하므로 원활한 순환

계에서 혈류를 방해하는 요인 중 하나가 혈액에서 생성되는

혈전이다[3]. 혈관 내에서 생기는 혈전으로 인하여 유발되는

질병을 혈전증(thrombosis)이라고 한다. 혈전은 혈관벽이 손

상을 입었을 때 혈전 유출방지를 위한 정상적인 기능을 하

고 있지만, 평소에 생성된 혈전은 혈관을 좁게 만들어 혈압

을 상승시키기도 하고, 또 뇌혈관에 생성되었을 경우, 뇌 혈

전증을 일으켜 뇌출혈을 유발하여 생명에 지장을 준다[20].

혈전은 thrombin에 의해서 fibrinogen이 fibrin으로 전환되어

불용성의 중합체를 형성함으로써 생성되며 plasminogen이

활성화되어 생성되는 plasmin에 의해 분해된다[10, 12]. 따

라서 이들 질환의 예방 및 치료에 대한 연구가 활발하게 진

행되고 있으며 그 일환으로 혈전생성을 억제시키는 항혈전

제의 개발과 생성된 혈전을 용해시키는 혈전용해제 개발에

초점을 두고 있다[23]. 현재, 혈전증(thrombosis) 치료에 널

리 사용되는 용해제로는 plasmin을 절단하는 효소인

urokinase, tPA(tissue type plasminogen activator)가 알려져

있고, 심장과 발작증 치료에 이용되는 미생물 유래의

streptokinase가 있다. Urokinase는 사람이나 동물의 소변(뇨

)에서 정제된 것을 사용하고 있으며 현재까지 정맥 주사용으

로 사용되고 있으나 가격이 비싸고 급성 혈전증 환자에게만

사용이 한정되고[26, 28, 29, 30], Urokinase를 제외한 용해

제는 경구투여가 불가능하다. 이 문제를 해결하고자 식품 섭

취를 통해 심근경색, 혈전증 등을 미연에 방지하고 개선할

수 있는 신물질 탐색 연구와 발효미생물에 의해 생성되는 혈

전용해제에 관심이 집중되고 있다[12, 32].

혈전분해효소를 뱀독[4]과 지렁이[18, 22]로부터 분리, 정

제하였다는 보고가 있었으며, 일본에서는 natto[5, 6, 19]를

발효하여 그 식품 중에 혈전용해효소가 존재하는 것을 발견

하고 기능성 식품으로서의 개발을 시도한 바 있다. 그리고

국내에서도 전통발효식품인 청국장[14, 27], 된장[15, 21,

23], 젓갈[7, 16], 김치[18] 등에서 혈전용해작용에 대한 연

구가 활발히 진행되고 있다.

현대인들의 식습관이 서구화 되어가면서 발생하는 각종
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성인병 중 특히 심혈관계 질환이나 혈전증 등과 같은 질병

에 대한 치료 및 예방을 위해, 본 연구에서는 우리나라 전통

발효식품인 간장에서 혈전용해 효소를 생산하는 균주를 분

리동정하였다. 그리고 선발된 균주의 혈전용해 효소 생산의

최적조건 확립과 혈전용해 효소의 특성을 규명 하였다.

재료 및 방법

시료

본 실험에 사용한 균원시료는 경기도 양주시 일대에서 시

판 중인 재래식 간장을 수집하여 사용하였다. 분석에 사용

한 시약은 Sigma aldrich(Sigma, ST. Louis, USA)에서 구

입하여 사용하였다.

균주 배양 및 선발

수집한 간장 시료(10 g)을 0.85% NaCl용액으로 현탁하여

R2A agar 배지(yeast extract 0.05%, proteose peptone no.

3 0.05%, casamino acids 0.05%, dextrose 0.05%, soluble

starch 0.05%, sodium pyruvate 0.03%, dipotassium phos-

phate 0.03%, magnesium sulfate 0.005%, agar 1.5%)에

100 µL 도말하여 30oC에서 24시간 배양하였다. 배양된 미

생물의 형태적 차이를 이용하여 1차 선별한 다음, 단백질 분

해능과 혈전분해능을 갖는 균주를 분리하기 위해 2차 선별

을 수행하였다. R2A broth에 1% skim milk와 1.2% plant

agar 첨가하여 만든 skim milk plate와 fibrin plate에 분리균

을 접종한 후, clear zone을 생성하는 균주를 선발하였으며

대조구로는 Bacillus subtilis KACC 10114(농촌진흥청 한국

농업미생물보존센터)를 사용하였다. 선발된 균주를 LB배지

(bacto tryptone 1%, yeast extract 0.5%, sodium chloride

1%, pH 6.8)에 30oC에서 24시간 배양한 후, 10,000 rpm,

4oC에서10분간 원심분리하여 균체를 제거하고 그 상징액을

조효소액으로 하여 혈전용해 효소활성을 측정하였다. 각 실

험의 효소활성은 3회 측정하여 평균값으로 표기하였다.

분리균주의 16S rDNA 유전자 염기서열 분석

16S rDNA 유전자 염기서열 분석은 Universal PCR

primer 27F(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')와 1492R

(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')로 합성하여 분리균의

16S rDNA 유전자 단편을 PCR로 증폭시켰다. PCR산물의

염기서열은 Solutions for Generic Technologies(Solgent) 사

에 의뢰하여 염기서열을 분석하였다. Phylogenetic tree 작성

은 Lasergene사의 DNASTAR pro software(SeqMan Pro)

와 The National Center for Biotechnology Information

(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에서 제공하는 Advanc-

ed blast search 프로그램을 통하여 GenBank에 보고된 유사

균주와의 염기서열을 비교하여 계통분류학적 유연관계를 분

석한 후, MEGA v4.0을 이용하여 Tamura-Nei distance

model과 neighbor-joining method[25]에 의해 계통도를 작성

하였다.

혈전용해 활성 측정

Astrup과 Mullertz 방법[1]을 변형하여 5 mL 인산완충용

액(10 mM, pH 7.8, 0.15 M NaCl)에 fibrinogen을 0.3%가

되도록 용해시키고 1% agarose 용액을 동량 첨가하여 혼합

하였다. 여기에 thrombin(100 NHI/mL)을 100 µL 첨가하여

실온에서 고화시키고 지름 5 mm 정도의 구멍을 뚫은 후, 배

양액 30 µL를 분주하여 37oC에서 18시간 반응시켜 fibrin

plate 용해 면적을 측정하였으며 대조구는 정제된 혈전용해

효소인 plasmin(1.0 units/mL)을 사용하여 다음의 식으로 혈

전 용해능을 계산하였다.

Fibrinolytic activity (%) 

균체 생육과 효소활성에 미치는 배양시간의 영향

분리 선발한 혈전용해 효소활성을 가지는 균주 YJ11-21

를 LB배지에 5% 농도로 접종하여 30oC에서 72시간 동안

진탕 배양하면서 경시적으로(4, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72시

간) 배양액을 취하여 spectrophotometer로 탁도(OD660)를 측

정하여 균체의 성장을 측정하고 fibrin plate assay로 혈전용

해 효소활성을 측정하여 배양시간의 영향을 조사하였다.

효소생성에 미치는 탄소원의 영향

탄소원의 종류에 따른 효소활성을 측정하기 위해, LB배

지에 각 탄소원(glucose, maltose, lactose, galactose, su-

crose)을 2% 농도로 첨가하고 배양액의 초기 pH를 6.8로 조

정하였다. 그리고 전배양된 YJ11-21 배양액을 각각 5% 접

종하여 30oC에서 24시간 진탕 배양한 후, 혈전용해 효소활

성을 측정하였다.

효소생성에 미치는 질소원의 영향

질소원의 종류에 따른 효소활성을 측정하기 위해, LB배

지에 질소원으로 첨가된 1%의 tryptone과 동일농도의

peptone, yeast extract, malt extract, NaNO3, (NH4)2SO4,

NH4Cl, casein으로 대체하고 배양액의 pH를 6.8로 조정하였

다. 그리고 전배양된 YJ11-21 배양액을 각각 5% 접종하여

30oC에서 24시간 진탕 배양한 후, 혈전용해 효소활성을 측

정하였다.

효소생성에 미치는 NaCl 농도의 영향

NaCl 농도에 따른 균체의 생육 및 효소활성을 측정하기

위해, LB배지의 NaCl 농도를 각각 1%, 3%, 5%, 7% 및

10%로 조정하였다. 그리고 전배양된 YJ11-21 배양액을 각

각 5% 접종하여 30oC에서 24시간 진탕 배양하여 spectro-

photometer로 탁도(OD660)를 측정하여 NaCl 농도에 따른 균

Area of sample

Area of plasmin
-------------------------------------- 100×=
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체의 성장과 혈전용해 효소활성을 측정하였다.

균체 생육과 효소생성에 미치는 배양액 초기 pH의 영향

배양액 초기 pH 변화에 따른 균체의 생육 및 효소활성을

측정하기 위하여 LB배지의 pH를 1 N HCl 또는 1 N NaOH

를 사용하여 각각 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10으로 조정하였다. 제조

된 배지에 전배양된 YJ11-21 배양액을 각각 5% 접종하여

30oC에서 24시간 진탕 배양한 후, spectrophotometer로 탁도

(OD660)를 측정하여 균체의 생육정도와 fibrin plate assay로

혈전용해 효소활성을 측정하였다.

균체 생육과 효소생성에 미치는 배양 온도의 영향

온도 변화가 혈전용해 활성에 미치는 영향을 조사하기 위

하여, LB배지에 전배양된 YJ11-21 배양액을 각각 5% 접종

하여 각각 30oC, 37oC 및 45oC에서 24시간 진탕 배양하여

spectrophotometer로 탁도(OD660)를 측정하여 균체의 성장과

혈전용해 효소활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

혈전용해 활성이 우수한 균주 분리 및 선발

전통 장류인 된장이나 간장은 발효과정에서 미생물이 생

산하는 다양한 효소에 의해 콩에 함유된 단백질, 다당류, 이

소플라본, 지질 등이 소화되기 쉬운 형태의 아미노산, 유리

당, 이소플라본 아글리콘, 지방산 등으로 분해되며, 이 과정

중에 항산화 및 혈전용해 기능을 갖는 2차 대사산물이 생성

된다[23, 24, 31]. 경기도 양주시에서 수집한 간장 시료에서

분리한 균을 skim milk plate와 fibrin plate에 접종하여clear

zone을 형성하는 균주를 1차 분리하였다. 1차 분리된 균주

중에서 혈전용해 효소활성이 우수한 YJ11-21균주를 선발하

였으며, 표준균주(B. subtilis KACC 10114)와 비교한 결과

단백질 분해능은 표준균주와 유사하였으나(Fig. 1) 표준균주

는 혈전용해 활성을 나타나지 않은 반면에 분리균 YJ11-21

은 높은 혈전용해활성을 나타냈다.

분리 균주의 동정

간장 시료에서 혈전용해 효소를 생산능이 우수한 균주

YJ11-21을 선발하여 16S rDNA 유전자 염기서열을 분석한

결과, Bacillus sp.로 나타났다. YJ11-21 균주의 계통학적 유

연관계는 16S rDNA 유전자의 염기서열을 기초로 Bacillus

속(genus)의 표준 종들과의 similarity를 조사한 결과, Fig. 2

와 같이 B. licheniformis와 높은 유사성(98%)를 나타냈다.

그리고 이 균주를 B. licheniformis YJ11-21로 명명하고 농

촌진흥청 농업유전자원정보센터에 등록 및 기탁하였다

(KACC91684P). Bacillus sp.에 속한 미생물들은 혈전용해

효소를 생산하는 것으로 알려져 있으며, Yun[33] 등이 한국

재래식 간장에서 분리한 B. amyloliquefaciens K42와

Lee[14] 등이 청국장에서 분리한 B. subtilis KCK-7이 혈전

용해 효소를 생산하는 균주로 보고되었다.

균체 생육과 효소활성에 미치는 배양시간의 영향

배양시간에 따른 YJ11-21균의 생육과 효소활성을 조사한

결과를 Fig. 3에 나타내었다. 균주의 생육은 배양 초기부터

Fig. 1. Proteolytic and fibrinolytic activities of the strain YJ11-

21 producing fibrinolytic enzymes isolated from Korean tradi-

tional soybean sauce. Symbols: A; Skim milk plate, B; fibrin

plate, 1; Type strain KACC10114, 2; isolated strain YJ11-21.

Fig. 2. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences showing the positions of the strain YJ11-21 producing fibrinolytic enzymes

isolated from Korean traditional soybean sauce.
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서서히 증가하기 시작하여 배양 60시간에 최대성장을 나타

내었다. 배양초기에 높은 혈전용해 효소활성이 나타났고 배

양 8시간에 최대활성이 나타났으며 균주의 성장과 관계없이

유도기부터 정지기까지 배양기간 동안 일정한 효소활성이

유지되었다. 이는 혈전용해 효소가 세포 밖으로 분비되는 효

소이기 때문에 균주의 성장이 끝나고 정지기에 들어서도 일

정한 농도로 유지가 되는 것으로 추정된다. Ok[21] 등이 보

고한 된장에서 분리한 혈전용해 효소를 분비하는 Bacillus

sp.의 경우, 배양 초기(배양 12시간)에 최대 혈전용해 효소활

성을 나타내었고 그 이후, 감소한다는 보고하여 본 실험에서

배양 8시간에 최대활성을 보인 결과와 유사하였다. 또한,

Kim[11]이 청국장에서 혈전용해 효소 생성균으로 분리한

Bacillus sp.의 경우, 배양 8시간에 최대 효소활성을 나타낸

결과와도 유사하였다.

효소생성에 미치는 탄소원의 영향

탄소원의 종류에 따른 선발균의 혈전용해 효소활성을 측

정하였다(Fig. 4). 사용한 탄소원에 대한 혈전용해 활성을 조

사한 결과, glucose를 사용하였을 때 가장 높았다. Ok[21]

등이 된장에서 분리한 Bacillus sp.은 galactose를 사용하였

을 때, Choi[2] 등 및 Lee[13] 등이 재래식 간장에서 분리한

B. subtilis globigii는 soluble starch 2% 첨가시, 혈전용해

효소활성이 높아진다는 보고와는 차이가 있었다.

효소생성에 미치는 질소원의 영향

질소원의 종류에 따른 선발균의 혈전용해 효소활성을 측

정하였다(Fig. 5). 혈전용해 활성은 yeast extract를 사용하였

을 때 가장 높게 나타났다. 이는 Kalebina[9] 등이 보고한 B.

brevis가 yeast extract를 이용하였을 때 가장 높은 혈전용해

활성이 나타난 결과와 유사하였으며, Ok[21] 등이 된장에서

분리한 Bacillus sp.은 malt extract를 사용하였을 때 가장 높

은 효소활성을 나타내었다는 보고와 상이한 결과를 보였다.

효소생성에 미치는 NaCl 농도의 영향

선발된 균주 B. licheniformis YJ11-21은 대두발효 식품인

재래간장에서 분리하였고, 효소생산이 염의 농도에 영향을

받을 것으로 예상되어 NaCl 농도에 따른 혈전용해 효소활

Fig. 3. The effect of fibrinolytic enzyme activities on time of the

strain YJ11-21. Symbols: ■; Cell growth, □; Fibrinolytic activ-

ity.

Fig. 4. The effect of fibrinolytic enzyme activities on carbon

source. Symbols: GL; Glucose, MA; Maltose, LA; Lactose, GA;

Galactose, SC; Sucrose.

Fig. 5. The effect of fibrinolytic enzyme activities on nitrogen

source. Symbols: PE; Peptone, YE; Yeast extract, ME; Malt

extract, NN; NaNo3, NS; (NH4)2SO4, NC; NH4Cl, CA; Casein.
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성과 균주의 생육도를 측정하였다(Fig. 6). 그 결과, 1%

NaCl을 첨가한 배지에서 가장 높은 혈전용해 효소활성이 나

타났으며 3% NaCl 첨가 배지에서 분리 균주의 생장률이 가

장 높았다. 그리고 10% NaCl 농도에서도 높은 혈전용해 효

소활성이 나타내고 있어 본 균주는 내염성균으로 추정된다. 

균체 생육과 효소생성에 미치는 배양액 초기 pH의 영향

배지의 초발 pH 변화가 혈전용해 효소 생산에 미치는 영

향을 조사하기 위하여 1 N HCl 또는 1 N NaOH를 사용하

여 pH를 4~10으로 조정하여 선발균의 생육도와 혈전용해

효소활성을 측정하였다(Fig. 7). 그 결과, 배양배지의 pH

5~10까지 안정한 효소활성을 보였다. 그리고 pH 9에서 가

장 높은 혈전용해 효소활성과 균주의 생장률이 나타났다. 이

상의 결과에서 보는 바와 같이 YJ11-21균주는 알칼리성 조

건에서 최고의 생장률과 높은 효소활성을 나타내지만 분비

하는 효소가 알칼리성인지 알기 위해서는 효소의 pH 안정

성 실험이 추가로 필요할 것으로 생각된다.

균체 생육과 효소생성에 미치는 배양 온도의 영향

배양시 온도 변화에 따른 혈전용해 효소활성에 미치는 영

향을 조사하기 위하여, 선발균 YJ11-21을 5% 접종하여 각

각 30oC, 37oC 및 45oC에서 24시간 진탕 배양한 후, 생육

도와 효소활성을 측정하였다(Fig. 8). Fig. 8에서와 같이

30oC에서 가장 높은 혈전용해 효소활성이 나타났고 배양온

도가 높아 질수록 낮은 효소활성이 나타났다. 이상의 결과

는 대부분의 Bacillus sp. 세균들이 30~37oC에서 생육 최적

온도를 갖는 것과 일치하였다.

요 약

전통발효식품인 재래간장에서 fibrinolytic enzyme를 생산

하는 미생물을 분리하였고 산업적으로 활용하기 위해 분리

된 미생물 중 fibrinolytic enzyme 활성이 우수한 YJ11-21

균주를 선발하였다. YJ11-21을 분자수준에서 16S rDNA 유

전자 염기서열을 분석한 결과, Bacillus licheniformis로 동정

되었다.

Fibrinolytic enzyme 생산을 위한 최적 배양조건으로서 탄

Fig. 6. The effect of fibrinolytic enzyme activities and cell

growth on NaCl concentration. Symbols: ■; Cell growth, □;

Fibrinolytic activity.

Fig. 7. The effect of fibrinolytic enzyme activities and cell

growth on initial pH. Symbols: ■; Cell growth, □; Fibrinolytic

activity. 

Fig. 8. The effect of fibrinolytic enzyme activities and cell

growth due to temperature. Symbols: ■; Cell growth, □; Fibrin-

olytic activity.
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소원은 glucose, 질소원은 yeast extract를 첨가하였을 때 가

장 높게 나타났다. 그리고 1% NaCl를 첨가한 배지에서 혈

전용해 효소활성이 가장 높게 나타났고, 10% NaCl에서도

높은 효소활성과 생장률 또한 양호하여 YJ11-21는 내염성균

으로 추정된다. YJ11-21를 30oC에서 배양시 가장 높은 효소

활성과, 초발 pH 5-10까지 안정한 효소활성을 보였다. 그리

고 pH 9에서 가장 높은 혈전용해 효소활성과 균주의 생장

률이 나타났다.
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