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ABSTRACT

Isolationandcharacterizationoffibrinolyticenzymefrom

lyophyllum shimejimushroom mycelium cultureextract

Yang,Wang-Shik

Advisor:Prof.Su-GwanKim,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

TheeffectoffibrinolyticactivityofLyophyllum shemejimushroom mycelial

wasobservedinculturemedium containingextractedpotatoandsugarinthe

controllingat25̊C inpH 4.0.Inaddition,themaximum productionofmycelial

dryweightwas7.5mg/mlafter10daysundertheoptimalconditions.A novel

fibrinolytic enzyme was isolated from Lyophyllum shemejimycelialculture

media.The enzyme was purified using combination of anion exchange

chromatography on a Mono Q 5/5column and sizeexclusion gelfiltration

chromatographyonSuperdex200100/300column.Themolecularweightofthe

purifiedenzymewasestimatedtobe21kDabySDS-PAGE theN-terminal

aminoacidsequencewereconfirmedbyproteinsequencinganalysis,whichis

dissimilarfrom thatofknownfibrinolyticenzymes.Thepurifiedenzymewasa

protease with an optimal reaction pH 4-6 and temperature of 25°C,

respectively.Therelativefibrinolyticactivityof1μgpurifiedenzymehave1.5

fold more activity than 1 unit/mlofplasmin on fibrin plate.Furthermore,

purifiedenzymepreferentially hydrolyzedtheAα-chain followedby theBβ-

and γ-chainoffibrinogen,whichisprecursoroffibrin.Therefore,thesedata
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suggeststhatthefibrinolyticenzymederivedfrom ediblemushroom,lyophyllum

shemejimushroom mycelialmightbe usefulforthrombolytic therapy and

preventingthromboticrelatedvariablediseases.
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I.서 론

버섯은 주로 죽은 나무나 유기질을 함유한 기질에 생육하면서 다양한 세포외 효

소를 분비하여 필요한 영양분을 공급하는 고등균류에 속하며 자연에는 수많은 약

용 및 식용 가능한 버섯이 생육되고 있고,자연 생태계의 유기물 분해자로서 중요

한 역할을 하고 있다.버섯에 함유하고 있는 생리활성 물질을 이용하여 항균,혈압

강하,혈당강하,항혈전,함염증 및 항암효과에 대한 다양한 실험결과가 보고되었다

(1).버섯 균사체의 액체배양은 저비용으로 균일한 품질의 균사체를 대량 생산할

수 있으며,이로부터 유용물질의 추출,분리가 간편하여 고부가가치의 생리활성물

질의 생산이 가능하다고 보고되었다(2).버섯균사체 추출물 중 생리활성을 나타내

는 성분으로는 주로 항생물질과 같은 저분자의 활성물질과 다당류 또는 단백다당

류 등의 고분자 물질로 대별된다.특히,고분자물질의 경우,활성정도는 평균분자

량,구조 및 용해도 등에 따라 차이가 있으며,이들 성분 중에서도 대표적인 것이

β-D-glucan으로 항함효과가 있는 것으로 알려져 있다. 백만송이 버섯은

(Lyophyllum shimeji)은 식용 및 약용버섯으로 알려져 있으며,우리나라를 비롯한

일본,중국,동남아시아,유럽 등 여러나라에서 분포하며 재배되는 버섯이다(3).분

류학적으로 만가닥버섯은 진정담자균강,동담자균아강(모균아강),주름버섯목,송이

과에 속하는 버섯으로 가을에서 초겨울 사이 느릅나무 등의 활엽수 고목이나 그루

터기에서 다발로 발생되며 버섯 갓의 크기에 비하여 대의 길이가 길어 엿가락처럼

보이며 다발성이 매우 강해 수많은 개체가 발생한다(4).

백만송이 버섯의 형태학적 특징은 발생초기 둥근 단추모양이거나 반구형이고 성

숙해지면 편평해지는데 초기의 갓 표면은 짙은 크림색을 나타내고 자라면서 차차

옅어지고 특히 건조하게 되면 갓의 표면이 갈라져 거북이 등 모양의 무늬를 이루

는 것이 특징이다.백만송이 버섯은 느타리버섯이나 표고버섯에 비해 조직이 연하

고 잘 부스러지며 씹는 질감이 좋아 동양인들의 기호에 적합할 뿐만 아니라 맛과

향이 좋아 식용버섯으로 다양한 재배 시설에 의한 대량 재배가 가능하다(5,20).우

리나라의 백만송이 버섯의 생산은 연간 100톤 정도 생산되고 있으며 일본에서는

연간 2,000톤 정도 생산 될 정도로 팽이버섯,표고버섯에 이어 세 번째로 소비량이

많으며 일본에서는 ‘혼시메지’또는 ‘부나시메지’라고 부르며 인기가 매우

많은 식용 버섯으로 다른 식재료의 맛을 해치지 않아 여러 가지 요리에 잘 어울리
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는 제일의 맛 이라고 여겨진다(6,7,21).백만송이 버섯은 100g당 열량은 33kcal,

단백질 2.7g,지방 0.5g,탄수화물은 5.4g으로 기타 무기질과 비타민 C와 같은

다양한 성분을 함유하고 있으며 체내 콜레스테롤 함량을 줄이고 지방세포의 크기

를 줄여주는 효과가 있어 비만을 억제하고,항혈전,항종양,면역체계 강화 등의 다

양한 효능이 있는 것으로 알려져 있으며(8,9,10),최근에는 인간 유래 혈액암세포

의 증식억제효과를 나타내는 것이 보고되어지면서(11,18,19)전통적인 질병의 치

료를 위한 민간요법에 사용되기도 하고 현대 의학 및 약학적 목적으로 사용되기

위한 연구에 중요히 대두되고 있다.본 연구결과는 백만송이 버섯균사체를 이용하

여 액체 배양함으로서 얻어지는 생리활성의 물질의 혈전용해 효과를 확인하였다.
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II.재료 및 방법

1.균사체 배양

백만송이 버섯(Lyophyllum shimeji)의 균사체는 참맛버섯영농조합법인에서 제공

되어 사용하였다.

2.균사체 배양액 성분 조성

먼저 감자껍질을 벗기고 잘게 썰어서 증류수 1,200ml(끓이면 증발되어 1,00ml

로 됨)에 200g씩을 넣고 20분간 끓인 후 망사로 걸러 용액만 1,000ml정도로 만

든다.위 용액에 한천 20ｇ을 넣고 다시 3-5분간 끓여 가면서 설탕 또는 Dextrose

20ｇ을 첨가한 후 여러 시험관에 나누어 넣고 멸균 후 사용하였다.

3.최적 균사체 배양일 확립

배양온도를 16̊C∼31̊C까지 3̊C 간격으로 조정하여 온도별로 1-20일 동안

균사를 배양하여 생리활성물질을 추출하였다.

4.최적 pH 실험

NaOH와 HCl용액을 각각 1M 농도로 만들어 감자한천배지의 pH조정용으로 사

용한다.감자 배양액을 제조하여 1M농도의 NaOH와 HCL을 사용하여 pH가 2.0∼

8.0이 되도록 제조하였다.

5.최적 온도 실험

버섯 균사체의 증식 및 발달은 온도에 극히 예민하게 영향을 받으므로 정밀한

시험을 하였다.본 실험에서는 히타찌 제품의 정온기를 사용하여 15̊C부터 5̊C

간격으로 각각 15̊C,20̊C,25̊C,30̊C,30̊C 등으로 조절하여 균사체 배양을

실시하였는데 시험 중에 잡균이 오염된 것은 중간에서 제거시킨 후 수행하였다.
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6.혈전 용해능 실험

PBS로 fibrinogen의 최종 농도가 0.6%가 되도록 완전히 용해시킨 용액 5ml를

직경 4cm의 petridish에 옮기고 PBS16.5ml에 녹인 thrombin용액 5NIHunits

를 30분 이상 상온에 방치하여 고화시켰다.대조군은 직경 6mm filterpaperdisc

에 증류수를 각각 점적하여 fibrinplate상에 놓고 시험군은 증류수에 녹인 생리활

성 효소를 점적하여 사용하였으며,37̊C 에서 5시간 동안 반응시킨 후 fibrin

plate가 용해되어 형성된 투명환의 넓이를 측정하여 혈전용해 활성을 비교하였다.

7.SDS-PAGE전기영동

조제한 단백질은 SDS-PAGE(Laemmli,U.K.Nature,227:680-685,1970)를 수행

하여 분자량을 분석하였다.전기영동은 12%의 separatinggel과 5% stackinggel로

이루어진 SDS-PAGEgel상에서 진행하였다.단백질과 5ulSDS시료 완충액(60

mM Tris-HCl,pH 6.8,25% 글리세롤,2% SDS,14.4mM β-메캅토에탄올,0.1%

브로모페놀 블루)을 혼합하여 100̊C에서 5분간 끊인 후 단백질 마커와 함께 전

기영동을 수행하였다.전기 영동된 겔은 CoomassiebrilliantblueR-250로 염색하

고 탈색 완충액으로 탈색시킴으로써 단백질 크기를 확인하였다.

8.SDS-피브린 자이모그램

SDS-피브린 자이모그램 활성 확인법은 피브리노겐 농도가 0.12% (W/V)가 되게

12% 폴리아크릴아마이드 용액에 혼합한 후 즉시 트롬빈 (200NIHunit/ml)을 첨가

하여 겔을 제조하고 전기영동을 수행하였다.단백질과 β-메캅토에탄올이 함유되지

않은 5×SDS시료 완충액을 혼합하여 전기영동을 수행하였다.전기영동은 단백질

의 활성을 보존하고 전기영동과정에 일어나는 분해반응을 방지하기 위해 4̊C에서

전압은 90-180V로 진행하였다.그런 후 SDS에 의해 불활성화 된 효소를 재활성

화 시키기 위하여 겔을 2.5% TritonX-100을 포함한 Tris-HCl(30mM,pH 6.0)

에서 30분간 진탕시켜 SDS를 제거한 후 다시 증류수로 수차례 세척하여 Triton

X-100을 제거하였다.그리고 겔을 활성반응 완충용액 (200mM NaCl,10mM

CaCl2포함된 30mM Tris-HCl,pH 6.0)으로 15분씩 2번 세척한 후,그 완충용

액에 넣어 37̊C 항온기에서 15 시간 반응을 시켰다.반응이 끝난 후 겔을

CoomassiebrilliantblueR-250로 염색하고 탈색 완충액으로 탈색시킴으로써 피브
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린 분해능을 지닌 단백질의 투명대를 얻어 활성을 확인하였다.

8.실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean±standarderrorofthemean으로 나타내었고,각 실험

군 간의 유의성 검정은 ANOVA 후에 standardt-test를 하였으며,p-value가 0.05

미만(*,p<0.05)과 0.01미만(**,p<0.05)의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로

간주하였다.
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Ⅲ.결 과

1.백만송이 버섯 균사체 배양배지 확립

백만송이 버섯 균사체 배양 조건을 확립하기 위해 배양배지 선택이 우선시 되어

다양한 문헌을 통하여 대두박 배지(대두박 3g,설탕 30g,KH2PO4 0.5g,

MgSO4.7H2O 0.5g)와 감자 추출배지(감자 200g,설탕 20g)를 증류수 1리터에

첨가한 후 3M paperfilter을 이용하여 거른 후 멸균하여 배지를 조성하였다.두 배

지에 백만송이 버섯 균사체 10g을 첨가하여 25°C에서 100rpm으로 10일 동안

배양하였다(Table1).



- 7 -

Table1.EstablishedofLyophyllum shimejimycelium culturemedium

conditions.Soybeanmedium composition(A),potatoextractedmedium

composition(B).
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2.대두박 배양액과 감자추출 배양액에서 혈전용해 단백질 추출

대두박 배양액과 감자추출 배양액에 백만송이 버섯 균사체 10g을 첨가하여 10

일동안 배양 후 원심분리기를 사용하여 상층액을 회수하였다.상층액의 4배 주정

에탄올을 천천히 첨가하여 단백질을 침전시켰다.침전된 단백질을 분리하기 위해

12,000rpm,1시간동안 원심 분리하여 침전된 단백질을 분리 한 후 증류수에 녹여

동결 건조하여 분말을 획득하였다(Fig.1).
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Figure1.Precipitationofproteasefrom lyophyllum shimejimycelium culture

medium conditions.Soybeanmedium composition(A),potatoextractedmedium

composition(B).
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3.백만송이 버섯 균사체 배양액에서 SDS-PAGE에 의한 생리활성 물질

분리

대두박 배양액과 감자추출 배양액 1liter에 백만송이 버섯균사체 10g을 첨가하

여 10일 동안 배양 후 주정 에탄올을 이용하여 혈전용해 단백질을 분리하였다.분

리한 단백질 10ug을 SDS-PAGE젤을 이용하여 전기영동을 수행하여 commasie

blue염색을 수행하여 혈전용해 단백질을 확인한 결과,자실체에서 분리한 혈전 용

해 단백질과 같은 크기에서 백만송이 버섯 균사체에서 분리한 혈전 용해 단백질이

있음을 확인하였다.대두박 배양액과 감자추출 배양액에서 추출한 혈전용해 단백질

양을 비교한 결과,감자추출 배양액에서 분리한 혈전용해 단백질의 양이 많음을 확

인하였다(Fig.2).
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Figure2.Proteinisolationfrom soybeanmedium andpotatoextractedmedium

wereelectrophoresedon12% SDS-PAGEandstainedwithCoomassieBrilliant

BlueR-250tovisualize.Lane1,Marker;lane2,crudeextractoflyophyllum

shimejifruitbody;lane 3 and 4,soybean medium;lane 5 and 6,potato

extractedmedium.Approximately20kDapurifiedenzymeinsizeisindicated.
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4.백만송이 버섯 균사체 배양액에서 분리한 단백질의 혈전용해 효능 확인

대두박 배양액과 감자추출 배양액에서 추출한 단백질 1ug을 3M paperfilter젓

신 후 fibrin이 첨가된 고체 plate에서 37°C에서 4시간 반응하여 투명환을 확인

하였다.고체 plate에는 fibrin이 함유되었으며 혈전용해 효능이 나타나면 fibrin이

분해되어 투명한 환이 생기게 된다.두 배양액을 비교하였을 때 감자추출 배양액에

서 추출한 혈전용해 단백질의 효능이 대두박 배양액에서 분리한 혈전용해 단백질

로 1.5배 효능이 뛰어남을 확인하였다(Fig3).또한 대두박 배양액 조성보다 감자

추출배양액 조성의 경제적 단가가 싸며,감자추출 배양액에 들어가는 조성은 식용

으로 가능한 감자와 설탕만 함유되어 있어 식용으로 가능하기 때문에 추후 실험은

감자추출 배양액을 사용하였다.
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Figure3.Fibrinolyticactivityofthepurifiedenzymemeasuredonfibrinplate.

Isolation of protein from soybean medium and potato extracted medium.

Sampleswereappliedtothewellsin theplasminogen freefibrin plateand

incubatedfor1hat37°C (A).Afterincubation,themeandiametersofthe

hydrolyzedclearzoneweremeasured.Datawasexpressedasmean±SD of

threeindependentexperiments(B).
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5.백만송이 버섯 균사체 배양액에서 분리한 단백질의 특성 확인

백만송이 버섯 균사체 배양액은 혈전용해효과 및 단가에서 뛰어난 감자추출배지

를 사용하여 균사체 배양조건을 확립하기 위해 감자추출배지의 pH (pH2,4,6,8),

배양 온도 (15̊Ｃ, 20̊Ｃ, 25̊Ｃ, 30̊Ｃ, 35̊Ｃ) 그리고 배양시간 (Day 1,

Day5,Day10,Day20,Day30)으로 백만송이 버섯 균사체의 최적의 배양조건 확

립하기 위해 SDS-PAGE,아조카제인 효소법을 수행한 결과 감자추출배지의 pH는

4∼6,감자추출배지의 배양온도 25̊Ｃ에서 10일간 배양하였을 때 최적의 조건임을

확인하였다(Fig.4).아조카제인 효소 실험을 통하여 피브린분해 활성에 대한 온도

의 효과에 대한 평가를 위해 사용되었다.효소활성을 위한 최적의 온도가 20,30,

40,50,60,70,80및 90̊Ｃ의 온도범위에 걸쳐서 20mM Tris-HCL 완충액(pH

8.0)에서 효소활성의 측정에 의해 결정되었다.효소의 열 안정성을 관찰하기 위해

서,효소활성이 효소를 1시간 동안 20mM Tris-HCL완충액(pH 8.0)에서 다양한

온도(40,50,및 60̊Ｃ)로 배양한 후에 측정되었다.효소활성을 위한최적의 pH가

0.5M glycine-HCl완충액(pH 2.0및 3.0),0.5M acetate(pH 4.0및 5.0),0.5M

Tris-HCL완충액(pH 6.0,7.0,및 8.0),및 0.5M glycine-NaOH완충액(pH 9.0및

10.0)에서 잔여효소활성의 측정에 의해 결정되었다.
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Figure4.DependenceofpH,temperatureandcultivationofpurifiedenzyme

fromlyophyllumshimejimycelium culturemedium.pHrangeof0.5M glycine–

HCl(pH2.0–3.0),0.5M acetate(pH4.0–5.0),0.5M Tris–HCl(pH6.0–8.0),and

0.5M glycine–NaOH(pH9.0–10.0)buffers.Enzymaticactivitywasmeasuredby

incubationfor1hatvariouspH valuesat37°Cusinga1% azocaseinsolution

(A).Temperaturedependenceofenzymaticactivity ofpurifiedenzymeofL.

shimeji.Thepurified enzymewasincubated for1 h attemperaturesfrom

15°C, 20°C, 25°C, 30°C, and 35°C using a 1% azocasein solution.

Enzymaticactivitywasmeasuredby azocaseinassay(366nm)(B).Dayof

cultivationofenzymaticactivityofpurifiedenzymeofL.shimeji.Thepurified

enzymewasincubatedfor1hattemperaturesfrom Day1,5,10,20,and30

usinga1% azocaseinsolution.Enzymaticactivitywasmeasuredbyazocasein

assay (366 nm)(B).Alldata were expressed as mean ± SD ofthree

independentexperiments
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6.다양한 조건에서 백만송이 버섯 균사체 배양액에서 분리한 생리 활성

물질의 invitro혈전 용해 효과

백만송이 버섯 균사체 배양의 최적의 조건을 확립 한 후,혈전용해 효능을 확인

하기 위해 섬유소 침전법을 수행하여 투명환을 통해서 혈전용해능을 확인한 결과

pH는 6,감자추출배지의 배양온도 25̊Ｃ에서 10일간 배양하였을 때 최적의 조건

임을 확인하였다(Fig.5).
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Figure5.Fibrinolyticactivityofthepurifiedenzymemeasuredonfibrinplate.

Sampleswereappliedtothewellsin theplasminogen freefibrin plateand

incubated for 1 h at37°C.After incubation,the mean diameters ofthe

hydrolyzedclearzoneweremeasured.Datawasexpressedasmean±SD of

threeindependentexperiments.
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7.백만송이 균사체 배양의 최적의 조건 확립 후 생리활성효소를 대량

추출하여 invitro혈전 용해 효과 확인

백만송이 버섯 균사체 배양액 배지 및 균사성장 조건을 확립한 후 대량 배양하

여 생리활성을 포함되어 있는 추출물을 확보하였다.확보된 추출물의 생리활성을

확인하기 위해 fibrinolyticSDS-PAGE를 이용하여 혈전이 유발되는 플라즈민의

α,β 소단위체가 분리됨을 확인 하였고 또한 fibrinplateassay을 수행하여 혈전

용해능을 확인하였다(Fig.6).
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Figure6.Theanalysisoffibrinogenolyticpatternmeasurementofrelative

fibrinolyticactivity.(A)Fibrinogenolyticpatternanalysisofpurifiedenzymeon

thefibrinogenasthetimedependentmanner.Fibrinolyticactivityofthepurified

enzymemeasuredonfibrinplate(B).Sampleswereappliedtothewellsinthe

plasminogenfreefibrinplateandincubatedfor1hat37°C.Buffer(20mM

Tris–HCl)onlyusedasnegativecontrolandplasmin(1NIH unit/ml)wasused

aspositivecontrol.Afterincubation,themeandiametersofthehydrolyzedclear

zoneweremeasured.Datawasexpressedasmean±SD ofthreeindependent

experiments.
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Ⅳ.고찰

전 세계적으로 각종 질병의 예방 및 치료용 천연생리활성 물질을 약용식물에서

찾고자 하는 노력이 활발하게 이루어지고 있는 가운데 새로운 천연생리활성 물질

의 탐색 및 활용을 위한 연구개발 노력이 급격히 증대되고 있다(12).최근에는 약

용버섯으로 알려져 있는 영지버섯의 수용성 저분자 성분을 실라카겔 컬럼으로 분

획하여 분리한 뉴클레오티드 AMP와 GMP에서 생쥐 혈소판 응집을 억제하는 효과

가 보고되었다.또한 표고버섯에서도 뉴클레오시드와 뉴클레오티드 중 렌치나신,

데옥시렌치나신,5‘-AMP,그리고 5’-GMP와 같은 항혈전 효과를 나타내는 성분

을 분리하였다(15,16,17).본 연구결과는 백만송이 버섯균사체를 이용하여 감자와

설탕을 이용하여 배양액을 만든 후 pH,온도,배양일의 다양한 조건하에서 감자 배

양액 1L에 10g의 백만송이 버섯균사체를 위와 같은 실험조건배양한 후 원심분리

후 배양액에 포함한 단백질 분해효소를 주정 에탄올을 이용하여 조추출물을 분리

하여 동결건조를 수행하여 분말을 획득하였다.획득한 분말을 증류수로 녹여서

SDS-PAGE젤을 이용하여 크기 및 양을 확인한 결과,pH 4,온도는 25̊C,배양

일은 10일 이었을 때 최적의 단백질 분해효소 분리할 수 있었다(결과 4).MonoQ

5/5 컬럴 및 size exclusion gelfiltration chromatography on Superdex 200

100/300컬럼을 이용하여 약 21kDa의 단백질 분해효소를 분리하여 SDS-PAGE를

이용하여 단일 밴드임을 확인하였다(결과 2).분리된 단일 밴드를 단백질 서열 분

석을 통하여 ITFQSASP의 염기서열을 분석하였다.분리된 단백질 분해효소를 가

지고 섬유소 평판법을 이용하여 혈전용해 효과를 확인한 결과 기존에 알려져 있는

혈전용해 효소 플라스민(1NIH unit/ml)보다 1.5배 혈전분해 효과가 있음을 확인하

였다(결과 6).정제된 단백질 분해효소에 의한 피브리노겐의 가수분해는 12%

SDS-PAGE젤에 의해 분석되었다.정제된 단백질 분해효소는 즉시 피브리노겐의

Aα-체인을 가수분해하였고,이후 10분의 배양 후에 Bβ-체인으로 이어졌다.정제

된 피브린분해 효소는 섬유소 평판법에 의해 실험한 결과 투명환 크기가 플라스민

(1NIH unit/ml)보다 더 컸을 확인하였다.피브리노겐 분해 패턴은 정제된 효소가

즉시 피브린 Aα-체인 및 Bβ-체인을 가수분해한다는 것을 드러냈다.이것은 60분

이내에 γ-체인의 빠른 분해로 이어졌다(결과 5).이러한 결과는 피브리노겐 분해

패턴이 Agkistrodoncontortrix(아크키스트로돈속)및 Codium divaricatum(말청각)
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의 피브린분해 효소에 의해 빠르게 피브리노겐 Aα-체인 및 Bβ-체인을 가수분해

하였다는 유사한 연구결과가 보고된 바 있다(13,14).더욱이,정제된 효소의 피브

린분해 활성은 플라스민보다 더 큰 투명환의 크기 및 투명환 영역의 형성을 보여

주었다.정제된 효소는 인공 섬유소의 직접적인 분열을 통해 작용하기 때문에 직접

적으로 작용하는 피브린 분해제임을 확인하였다.이러한 결과로,우리는 정제된 효

소가 피브린분해 효소로서 작용한다는 근거를 제공하였다.또한,정제된 효소는 혈

전용해요법을 위해 채택될 수 있을 뿐만 아니라 동맥 및 정맥에 비정상적인 혈전

의 형성을 방지할 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅳ.결 론

백만송이 버섯균사체의 액채 배양액을 이용하여 최적의 생리활성 물질 분리 조

건을 확립하였고,또한 섬유소 평판법 실험을 통하여 혈전용해 효과가 기존의 플라

즈민 보다 탁월함을 확인하였다.

1.백만송이 버섯균사체의 혈전용해 단백질 분리는 아조카제인 효소를 이용하여 확

인한 결과 pH 4,온도는 25̊C,배양일은 10일에서 최적의 혈전용해 단백질 분

리 조건임을 확인하였다.

2.음이온 컬럼 및 size exclusion 컬럼을 이용하여 분리한 생리활성 물질을

SDS-PAGE을 이용하여 혈전용해 단백질이 단일밴드임을 확인하였다.

3.혈전용해 단백질의 염기서열은 ITFQSASP임을 확인하였다.

4.분리한 혈전용해 단백질은 섬유소 평판법을 수행하여 기존의 혈전용해 효소 플

라스민(1NIHunit/ml)보다 1.5배 혈전용해 효과가 있음을 확인하였다.

5.SDS-피브린 자이모그램을 수행하여 혈전 단위체의 분리를 확인한 결과 혈전용

해 요법을 위해 사용 할 수 있을 뿐만 아니라 동맥 및 정맥에 비정상적인 혈전

의 형성을 방지할 수 있을 것으로 사료된다.
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