
Biodegradation pathway of dibenzofuran (DBF) of Novosphingobium 

pentaromativorans US6-1, a high-molecular-weight polycyclic 

aromatic hydrocarbons degrading strain, was investigated via 

analysis of metabolic intermediates and transcriptome. As a 

result, 3(2H)-benzofuranone, a basic skeleton of the metabolic 

intermediates produced by lateral dioxygenation process, was 

detected as an intermediate. RNA-Seq analysis confirmed that 

most of the expressed genes upon exposure to DBF were related 

to the lateral degradation pathway. Based on these results, the 

biodegradation pathway of DBF by N. pentaromativorans US6-1 

was proposed. 
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다이옥신류란 다이벤조-파라-다이옥신(dibenzo-p-dioxin, 

DD), 다이벤조퓨란(dibenzofuran, DBF)와 바이페닐(biphenyl)

을 기본 구조로 하여 1개에서 8개의 염소 원자를 함유할 수 있

는 2 또는 3고리 방향족 화합물이다(Hong et al., 2004; WHO, 

2010). 두 개 이상의 염소가 결합된 형태를 다중염화 다이벤조

-파라-다이옥신(polychlorinated dibenzo-p-dioxin, PCDD), 다

중염화 다이벤조퓨란(polychlorinated dibenzofuran, PCDF) 또

는 다중염화 바이페닐(polychlorinated biphenyl, PCB)이라고 

하며 자연에 유출되면 잘 분해되지 않고 오랜 기간 동안 존재하

고(Pollitt, 1999) 지방조직에 축적되어 먹이사슬을 통하여 농

축되기 때문에 잔류성 유기오염물(persistent organic pollutants, 

POPs) 중 하나에 속한다(Bordajandi et al., 2004; Fiedler et al., 

2013). 다이옥신류 중 가장 독성이 강한 물질은 2,3,7,8 위치에 

염소가 붙은 2,3,7,8-TCDD이며(Van den Berg et al., 1994) UN 

산하 국제암연구소(IARC)와 한국 노동환경건강연구소는 다

이옥신을 1급 발암물질로 지정하였다(Jensen et al., 2003; Gai 

et al., 2007). 또한 호르몬 조절기능에 영향을 일으켜 돌연변이 

유발 및 면역독성을 일으키는 물질이다(Mandal, 2005; Schecter 

et al., 2006).

다이옥신 오염의 대표적인 사건으로 베트남 전쟁(1962년~ 

1971년)이 있는데 당시 미군은 적군의 근거지를 노출시키기 

위해서 다이옥신이 포함되어 있는 고엽제(대표제품 암호명 

Agent Orange)를 살포하였다(Hay, 1979). 고엽제 후유증은 당
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시 참전 용사들뿐만 아니라 그 후세에게도 유전되어 수많은 

피해자들이 현재까지 고통 받고 있다. 

다이옥신의 생물학적 정화처리는 비교적 저렴한 비용으로 

현장에 적용할 수 있고 미생물의 생명력과 환경 적응력 및 환경

에 미치는 영향이 적다는 특징으로 인해 물리･화학적 처리의 

희망적 대안으로 주목 받고 있다(Fukuda et al., 2001; Chang, 

2008). 따라서 다이옥신을 분해하는 미생물의 분해활동과 경

로에 대한 연구가 미생물 분해를 이해하고 분해효율을 증가시

키는데 필요하다. 

DBF는 PCDFs의 기본 모듈이며 다이옥신의 생분해 연구

를 위한 모델 화합물 중 하나로 연구되어왔다(Jin et al., 2006; 

Li et al., 2009). DBF를 분해할 수 있는 다수의 미생물들이 분

리되었고(Fortnagel et al., 1990; Monna et al., 1993; Wilkes et 

al., 1996; Schmid et al., 1997; Le et al., 2013) 이들의 연구를 

통해 DBF는 분해 첫 단계에서 방향족 고리의 어느 탄소 원자

에서 반응이 시작 되는지에 따라 꼭짓점 분해 경로(angular 

pathway)와 측면 분해 경로(lateral pathway)로 구분된다는 사

실이 밝혀졌다. 꼭짓점 분해 경로에서는 방향족 고리의 4,4a 

위치에서 공격이 일어나서 불안정한 시스-다이하이드로다이

올(cis-dihydrodiols)이 생성되고 이 헤미아세탈(hemiacetal)

은 자발적으로 분리되어 2,2',3-trihydroxybiphenyl을 생성한

다(Xu et al., 2006). Sphingomonas wittichii RW1이 가장 대표

적인 균주로써 현재까지 많은 연구가 진행되었다(Wittich et 

al., 1992; Chai et al., 2016). 반면에, 측면 분해 경로는 방향족 

고리의 1-4 위치의 탄소원자에 공격이 일어난다. 주로 나프탈

렌(naphthalene)이나 바이페닐(biphenyl)을 탄소원으로 사용

하는 미생물의 대사과정과 비슷하며 Pseudomonas putida와 

Sphingomonas yanoikuyae가 대표적 균주이다(Hiraishi, 2003; Li 

et al., 2009). 측면 분해과정에서는 2-oxo-4-(3'-hydroxybenzofuran- 

2'-yl)-but-3-enoic acid나 2-hydroxy-4-(3'-oxo-3'H-benzofuran- 

2'-yliden)-but-2-enoic acid와 같은 오렌지색 중간대사물질이 

생성되는 특징이 있다(Hiraishi, 2003).

고분자 방향족 화합물(polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH) 

분해 미생물인 Nonosphingobium pentaromativorans US6-1 

(Sohn et al., 2004)의 PAH 분해효소들의 유전자는 주로 

plasmid에 존재한다는 사실이 보고되었으나(Choi et al., 2015) 

다이옥신류의 분해에 관해 연구된 바가 없었다. 본 연구에서

는 단일 탄소원으로 DBF를 제공해 준 다음 배양시간에 따른 

전사체(Transcriptome) 분석과 더불어 가스 크로마토그래피/

질량분석기(gas chromatography/mass spectrometry ,GC/MS)

를 이용하여 중간대사산물을 확인함으로써 균주 US6-1의 DBF 

분해경로와 분해 관련 주요 유전자를 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

배지 및 균주

실험에는 N. pentaromativorans US6-1과 비교균주로 Sphingo-

monas wittichii RW1 (Wilkes et al., 1996)이 사용되었는데, 균

주 RW1은 포항공대에서 제공 받아 사용되었다. 실험에 사용

된 모든 균주들은 Marine Broth 2216 (MB; BD Difco™) 배지에

서 130 rpm, 30°C로 36시간 전배양 한 후 1% 배양액을 새 MB 

배지에 재접종하여 같은 조건으로 18시간 동안 배양하여 준비

하였다. DBF 분해여부를 확인하기 위한 모든 실험의 기본 배지

로는 DBF의 수용성을 높여주기 위해 β-HPCD (2-hydroxypropyl- 

β-cyclodextrin)를 10% 농도로 첨가해준 MM2 무기영양배지

를 사용하였다(Lyu et al., 2014). 20 ml MB 배지에서 키운 균

주 US6-1과 RW1의 배양액 각각 1 ml을 1분 동안 17,000 × g으

로 원심분리하여 균주를 모은 뒤 1 ml의 여과 해수로 세척하는 

과정을 2회 반복하였다. 세척이 끝난 뒤 1 ml MM2 배지에 현

탁하여 균주를 준비하였다.

형광광도계를 이용한 DBF 분해능 측정

DBF의 분해도는 형광측정 방법을 이용하여 분석하였다

(Zhang et al., 2004). 형광광도계 (Model F-20000, Hitachi)는 

전압 400 V, EX:280 nm와 EM:630 nm로 설정하였다. 실험조

건은 1) 5 ppm 농도의 DBF가 포함된 대조구, 2) 대조구에 1% 

농도로 균주 배양액이 접종된 실험구, 3) 균주에 의한 형광간

섭을 배제하기 위해 DBF 없이 균주만 접종된 균주 대조구로 

구성되었다.

중간대사산물 확인

DBF를 840 ppm의 농도로 첨가한 MM2 배지에 600 nm에

서 흡광도 5의 농도가 되도록 균주를 접종하여 배양하면서 시

간에 따라 형광값을 측정하였다. DBF 분해 과정 중 생성되는 

중간대사물질을 확인하기 위해서 분해 초기, 중간 그리고 완전

분해가 일어난 시간대의 배양액 1 ml를 채취하였다. 시료는 25

분 동안 2,539 × g (GYROZEN 1236MG)으로 원심분리하여 상

층액만 얻은 후 동량의 에틸 아세트산(ethyl acetate)으로 추출

한 다음 Jin 등(2006)이 보고한 바와 같이 GC-MS 분석을 진행

하였다.

DBF 분해 관련 유전자의 발현 분석

DBF 최종 농도는 10 ppm이 되도록 하였고 균주 농도 A660=3

으로 접종한 것 외에는 중간대사산물 확인 과정과 동일하게 
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진행하였다. 균주 대조구와 실험구에서 각각 0분, 20분, 60분

과 120분째에 DBF의 분해도를 측정하는 한편, RNA 추출용

으로 배양액 10 ml씩을 채취하였다. 채취된 배양액은 20분간 

2,539 × g (GYROZEN 1236MG)에서 원심분리 시킨 다음 1 ml 

RNA 고정액(RNA stabilization reagent) (Qiagen, cat no. 76104)

을 넣고 다시 한번 같은 조건으로 원심분리 시켰다. 상층액을 

깨끗하게 제거해준 뒤 Applied Biosystems에서 제공하는 TRI 

Reagent® Solution Protocol에 따라 1 ml Trizol reagent (Ambion, 

cat no. 15596026)을 넣어 상온에서 5분간 반응 시킨 후 4°C, 

17,000 × g에서 15분간 원심분리 시켰다. 상층액을 취하여 100 

µl BCP 용액을 넣고 섞어준 후 상온에서 3분간 반응시킨 후 

4°C, 17,000 × g에서 15분간 원심분리하고 투명층을 취하여 

동량의 클로로포름 아이소아밀 알코올(chloroform-isoamyl 

alcohol)을 넣어준 후 4°C, 17,000 × g에서 15분간 원심분리 시

켰다. RNA pellet을 건드리지 않게 주의하여 상층액을 제거하

고 1 ml 70% 에탄올(ethanol)을 넣고 17,000 × g에서 7분간 원

심분리한 후 에탄올을 제거하고 10~15분 건조시켰다. 에탄올

이 제거되면 30 µl RNase-free water (Qiagen, cat no. 129112)

를 넣어 RNA pellet을 녹이고 RNase-Free DNase Set (Qiagen, 

cat no. 79254)를 이용하여 DNA를 제거하였다.

준비된 샘플은 ㈜천랩에 RNA 염기서열분석(RNA sequencing, 

RNA-seq) 서비스를 의뢰하였으며 분석 결과는 CLT 파일로 받

아서 CLRNAseq™ (ChunLab) 소프트웨어 프로그램을 이용하

여 각 유전자에 대한 발현량을 확인하고 발현 양상 및 다양한 통

계적 수치를 이용하여 결과를 분석하였다. 또한, CLRNAseq™ 

프로그램에서 제공되는 분석 browser 중 main browser 기능을 사

용하여 DBF 분해와 관련 높은 유전자를 선별하였으며 추가적인 

고급분석 기능인 Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

(KEGG Browser)를 통하여 DBF 분해경로를 분석하였다.

결과 및 고찰

균주 US6-1의 DBF 분해능 평가

단일 탄소원으로 5 ppm의 DBF를 넣어준 배지에 우수 PAHs 

분해균주인 US6-1과 DD, DF의 우수분해 균주로 알려진 RW1

를 접종하고 형광광도계를 이용하여 DBF 분해능을 비교하였

다(Fig. 1). 균주 RW1은 약 10시간 이후 DBF를 분해하기 시작

하는 반면에 균주 US6-1은 접종 2시간 이내부터 분해를 시작

하여 24시간째에 완전분해 하였다. 이러한 결과는 균주 RW1

은 DBF 분해 관련 유전자 발현이 기질에 의해 유도(induction)

되지만 균주 US6-1은 항상 DBF 분해에 관련하는 유전자가 발

현되고 있음을 의미한다.

GC/MS 분석을 통한 DBF 분해 중간대사산물 확인

단일 탄소원으로 840 ppm의 DBF를 넣어준 배지에 균주 

US6-1 (A660 = 5)을 접종하고 일정 시간 마다 형광광도계로 DBF 

분해패턴을 확인하였을 때, 19시간 이내에 대부분의 DBF가 

분해되는 것을 확인할 수 있었다. 실험 중 배양액 색깔이 초기 

옅은 노란색에서 시간이 지날수록 붉은색으로 변하는 것을 관

찰하였다(Fig. 2). 이와 같은 결과는 측면 이산소화 경로(lateral 

Fig. 1. Comparison of dibenzofuran degradation (DBF) by Sphingomonas 

wittichii RW1 and Novosphingobium pentaromativorans US6-1 measured 

by fluorescence spectrophotometer at 30°C for 24h. (○, control [MM2 + 5 

ppm DBF]; □, MM2 + 1% strain RW1; ■, MM2 + 5 ppm DBF + 1% 

strain RW1; ◇, MM2 + 1% strain US6-1; ◆, MM2 + 5 ppm DBF + 1% 

strain US6-1).

Fig. 2. Degradation pattern of DBF (A) and color of the culture broths (B) 

during incubation of N. pentaromativorans US6-1 supplemented with 

DBF. Broths in (B) were designated as follows; (a), MM2 + DBF; (b), 

MM2 + strain US6-1; (c), MM2 + DBF + strain US6-1. 
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dioxygenation pathway)에서 중간대사물질로 오렌지색을 띠는 

화합물들이 생성된다는 연구결과와 유사하다(Hiraishi, 2003).

DBF의 분해패턴과 시간에 따른 배양액의 색깔 변화(Fig. 2)

를 고려하여 10분, 5시간, 19시간째의 시료를 선정하여 중간

대사산물을 분석하기 위한 GC/MS 분석을 진행하였다. 그 결

과, 19시간 후 DBF의 약 98%가 감소되었으며 19시간 배양액

에서만 3(2H)-벤조퓨라논 (3(2H)-benzofuranon)이 검출되었

다(Fig. 3). 이와 같은 결과는 측면 이산소화 반응을 통해 DBF

를 분해하는 Pseudomonas putide strain B6-2에 의한 DBF 분

해 중간대사물질들의 기본 골격이 3(2H)-벤조퓨라논으로 이

루어져있고 이 물질이 중간대사산물로 검출 될 수 있다는 연

구 결과(Li et al., 2009)와 일치된다. 

RNA-Seq 분석을 통한 균주 US6-1의 DBF 분해 경로와 관

련 유전자 확인

CLRNSeq™ (ChunLab) 프로그램을 이용하여 RNA 염기서

열분석(RNA-Sequencing) 결과를 분석하였다. DBF 분해과정

의 하부경로(lower pathway)는 페난트렌(phenanthrene) 분해

과정(Yun et al., 2014)과 동일하기 때문에 상부 경로(upper 

pathway)에 초점을 두고 분석하였다. KEGG browser에 올라있

는 다이옥신 분해 경로(dioxin degradation pathway)는 꼭짓점 분

해 경로에 해당되는데 RNA-Seq으로 확인한 균주 US6-1의 발

현 유전자들과는 일치하지 않았다. 이에 따라 상부 경로 관련 

유전자를 찾기 위해서 플라스미드 1 (plasmid 1)에 위치하면

서 방향족 고리 분해에 관련되는 유전자들의 시간과 DBF 첨

가 여부에 따른 발현변화를 중점적으로 분석하였다(Table 1, 

Fig. 4). 그 결과, 다이벤조퓨란이 1,2-다이하이드록시-1,2-다이하

이드로벤조퓨란(1,2-dihydroxy-1,2-dihydrobenzofuran)으로 전

환되는 과정에는 나프탈렌 이산소화효소(naphthalene dioxy-

genase)로 추정된 JI59_24575와 JI59_24755가 작용하며 1,2-

다이하이드록시-1,2-다이하이드로벤조퓨란(1,2-dihydroxy- 

1,2-dihydrobenzofuran)이 2-옥소-4-(3'-하이드록시벤조퓨란

Fig. 3. GC-MS analysis of the DBF metabolites by strain US6-1. 3(2H)-benzofuranone was detected only in the 19 h culture broth. 

Fig. 4. The expression of genes encoded in plasmid 1 during DBF 

degradation by strain US6-1 (DBF, cultivation with DBF; US6-1, cultivation

without DBF, front number [20, 60, and 120] means cultivation time 

[min]).
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-2'-일)-뷰트-3-엔산(2-oxo-4-(3'-hydroxybenzofuran-2'-yl)- 

but-3-enoic acid)과 2-하이드록시-4-(3'-옥소-3'H-벤조퓨란-2'- 

일리덴)-뷰트-2-엔산(2-hydroxy-4-(3'-oxo-3'H-benzofuran- 

2'-yliden)-but-2-enoic acid)으로 전환될 때는 바이페닐-2,3-다

이올 1,2-이산소화 효소(biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase)

로 추정된 JI59_24575와 2-하이드록시크로멘-2-카복실산 

이성화 효소(2-hydroxychromene-2-carboxylate isomerase)

로 추정된 JI59_24555 유전자가 관여한 것으로 판단하였다

(Mohammadi and Sylvestre, 2005). 다음 분해 단계에서는 살리

실알데하이드 탈수소화 효소(salicylaldehyde dehydrogenase) 

(JI59_05885)에 의해 살리실산염(salicylate)으로 전환되는데 

이 유전자는 플라스미드 1에 존재하지 않고 염색체에 존재하

였다. 전환된 살리실산염(salicylate)은 다시 두 개의 소단위체

(subunit)로 이루어진 살리실산염 1-수산화 효소(salicylate 1- 

hydroxylase)에 의해 카테콜(catechol)로 전환되는데 유전자 

JI59_24700은 20분 대비 120분 배양 후에 약 2배 정도 발현량

이 증가하였으며 정렬검색(basic local alignment search tool, 

BLAST) 결과, 방향족-고리-수산화 이산소화 효소(aromatic- 

ring-hydroxylating dioxygenase)의 베타 소단위체(beta subunit)

로 추정되었다. 이에 따라 2-아미노벤젠설폰산 2,3-이산소화 효

소 알파 소단위체(2-aminobenzenesulfonate 2,3-dioxygenase 

alpha subunit)로 추정된 바로 앞의 유전자(JI59_24695)가 실

제로는 살리실산염 1-수산화 효소 알파 소단위체(salicylate 

1-hydroxylase alpha subunit)일 것으로 판단하였다(Fig. 4). 

결  론

PAHs의 분해균주로 알려진 Novosphingobium pentaroma-

tivorans US6-1은 다이벤조-파라-다이옥신(dibenzo-p-dioxin, 

DD)과 다이벤조퓨란(dibenzofuran, DBF)의 우수분해균주인 

Sphingomonas wittichii RW1와는 달리 초기부터 DBF를 분해

하였다(Fig. 1). 또한 시간이 흐름에 따라 배양액의 색깔이 옅

은 노란색에서 붉은색으로 변하였는데 이는 DBF가 측면 이산

Table 1. Genes in plasmid 1 involved in aromatic ring degradation which is identified by RNA-Seq analysis and its relative expression level

Gene name Annotation

Expression level1

DBF 

120 min/20 min

DBF/ US6-1

average

JI59_24555 2-hydroxychromene-2-carboxylate isomerase 1.09 1.04

JI59_24560 anthranilate 1,2-dioxygenase large subunit 1.64 1.16

JI59_24565 anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit, 

terephthalate 1,2-dioxygenase, 

terminal oxygenase component subunit beta 1

1.73 1.16

JI59_24575 naphthalene 1,2-dioxygenase, 

biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase

1.58 1.16

JI59_24580 benzene 1,2-dioxygenase, 

anthranilate 1,2-dioxygenase large subunit

1.55 1.03

JI59_24585 benzoate 1,2-dioxygenase subunit beta, 

toluate 1,2-dioxygenase subunit beta

1.10 1.12

JI59_24595 toluate 1,2-dioxygenase subunit alpha 1.82 0.98

JI59_24600 anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit 2.03 0.99

JI59_24630 2-keto-4-pentenoate hydratase, 

2-keto-4-pentenoate hydratase

2.73 1.06

JI59_24650 4-oxalocrotonate tautomerase 2.88 1.03

JI59_24665 2,3-dihydroxy-2,3-dihydrophenylpropionate dehydrogenase, 

cis-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase

2.39 1.09

JI59_24685 1,6-dihydroxycyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate dehydrogenase, 

1,6-dihydroxycyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate dehydrogenase

1.85 1.21

JI59_24690 trans-O-hydroxybenzylidenepyruvate hydratasealdolase 1.29 1.18

JI59_24695 2-aminobenzenesulfonate 2,3-dioxygenase subunit alpha 1.20 1.10

JI59_24700 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta 2.12 1.14

JI59_24755 naphthalene 1,2-dioxygenase, 

naphthalene1,2-dioxygenase subunit alpha

1.24 1.04

JI59_24760 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase, 

3-phenylpropionate/cinnamic acid dioxygenase subunit beta

1.90 1.08
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소화에 의해 분해되는 과정에서 오렌지색 중간대사산물이 생

산되는 결과로 보인다(Fig. 2)(Hiraishi, 2003). 실제로 측면 분

해(lateral degradation) 반응이 진행될 때 생성될 가능성이 큰 

3(2H)-벤조퓨라논(3(2H)-benzofuranone)이 중간대사산물로 

검출됨으로써 균주 US6-1의 DBF 분해가 측면 이산소화에 의해 

진행될 가능성을 뒷받침해준다(Fig. 3)(Li et al., 2009). 이때 

관여하는 유전자들은 전사체(Transcriptome) 분석 결과로 볼 

때 다이벤조퓨란(dibenzofuran)이 JI59_24575, JI59_24755와 

JI59_24555에 의해 2-옥소-4-(3'-하이드록시벤조퓨란-2'-일)-

뷰트-3-엔산(2-oxo-4-(3'-hydroxybenzofuran-2'-yl)-but-3- 

enoic acid)을 거쳐 2-하이드록시-4-(3'-옥소-3'H-벤조퓨란-2'-

일리덴)-뷰트-2-엔산(2-hydroxy-4-(3'-oxo-3'H-benzofuran- 

2'-yliden)-but-2-enoic acid)으로 전환되며 JI59_05885에 의해 

살리실알데하이드(salicylaldehyde)가 살리실산염(salicylate)이 

되고 JI59_24700와 JI59_24695이 작용하여 카테콜(catecho)l로 

전환되며 최종적으로 아세트알데하이드(acetaldehyde)와 피

루브산염(pyruvate)로 분해될 것으로 추측된다(Fig. 5). 

적  요

다환 방향족 탄화수소(polycyclic aromatic hydrocarbon, 

PAH) 우수 분해균주인 Novosphingobium pentaromativorans 

US6-1의 dibenzofuran (DBF) 분해경로를 밝히기 위하여 중간

대사물질 분석과 전사체 분석을 진행하였다. GC/MS로 중간

대사물질을 분석한 결과, 3(2H)-벤조퓨라논이 검출되었는데 

이 화합물은 측면 이산소화에 의해 생성된 중간대사산물들의 

기본 골격이 되는 물질로써 균주 US6-1에 의한 DBF의 분해

가 측면 이산소화로 진행될 가능성을 시사한다. RNA-Seq 분

석 결과, 균주 US6-1이 DBF에 노출되었을 때 발현되는 유전

자들의 대부분이 lateral dioxygenation과 관련이 있다는 것을 

확인하였다. 이상의 결과로부터 N. pentaromativorans US6-1

에 의해 일어나는 측면 이산소화를 통한 DBF 분해경로와 관련 

유전자들을 제시하였다.
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