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Pu rif ic at ion an d ch arac te riz at ion of c at a la s e from

liv e r of b u llfrog , R ana ca t e s b e ia na S h aw

M in - Jun g Jan g

Department of Chemistry , Graduate School,

Pukyong National Univer sity

A b s trac t

Catalase is a characteristic enzyme of peroxisomes , where this

enzyme is the most abundant protein . T his enzyme is widely

distributed in a variety of life forms , including animal, plants , and

microprobes and usually only absent from stictly anaerobic organism .

Catalase plays an important role in removing toxic hydrogen peroxide

in the cell. In this study cat alase w as isolated from liver of bullfrog ,

R ana catesbianan Shaw , and enzymatic properties were investigated.

T he catalase w as purified by ammonium sulfate precipit ation , anion



exchange chromatography (DEAE - Sephadex A - 50, DEAE - Sephcel) and

gel filtr ation (Sephadex G- 150, Sephacryl S- 300)column

chromatography . T he molecular weight of the purified cat alase as

estimated by gel chromatography on the Sephadex G- 150 w as

approximately 186 kDa. However , the estimated molecular weight of

cat alase on SDS- PAGE w as 47.7 kDa. T hen, it is supposed to be a

tetramer composed of four identical subunits . T he purified enzyme w as

stable in the pH range of 6.0 to 10.0 and the enzyme w as st able up to

50℃ but rapidly became inactive at temper atures over 60℃. T he

enzyme showed it s maximum absorption at 408 nm. T he activity w as

markedly inhibited by KCN, NaN3 and Hydroxyamine.



서 론

Catalase는 생체내 필수 효소로, 세계 분류체계에서 catalase의 명칭은

hydrogen peroxide oxidoreductase로 통용되며 분류번호는 EC 1.11.1.6이다.

Catalase는 혐기적 조건하에서 생육하는 세균을 제외하곤 대개의 동물, 식물, 미

생물 등에 널리 존재하며 생체내 필수 효소로서 과산화수소를 산화해서 두 분자

의 물과 한 분자의 산소를 생성하는 것을 촉매하고(2H2O2 → 2H2O + O2 ) 과산

화수소 존재하에 알코올이나 포름산(formic acid)등의 산화도 촉매한다(H2 O2 +.

AH2 → 2H2O + A ). Catalase 1분자는 1분에 500만 분자의 과산화수소를 분해하

며 그 속도는 효소반응 중 최대이다. 이런 사실에서 catalase는 생체내 호흡의 유

해산물인 과산화수소를 빨리 제거하기 위한 효소라고 생각되었는데, 최근에는 퍼

옥시다아제(peroxidase)와 마찬가지로 생체내 산화에 직접 관여하고 널리 생리적

기능을 발휘하고 있는 사실이 인정되고 있다.

세포에서 활성산소의 생성 메카니즘과 이로 인한 세포손상으로 유발되는 질병

및 그 방어 메카니즘에 대한 catalase의 기능을 살펴보면 다음과 같다. 생리적 조

건하에서 우리가 섭취한 산소의 95%는 미토콘드리아의 호흡사슬(respiratory

chain )을 거쳐 전달된 네 개의 전자를 받아 물(H2O)로 된다. 그러나 일부의 산소

(미토콘드리아에서 사용되는 산소의 3∼5%)는 활성산소로 변한다. 이와 같이 미

토콘드리아에서 산소라디칼이 생성되는 것은 세포가 에너지를 생성되는 과정에

서 필연적으로 수반되는 현상이며, 이것이 산소라디칼 생성의 대표적인 예 라고

할 수 있다. 이 밖에도 여러 가지 기전에 의해 산소라디칼이 생성되는데

ferredoxins 또는 hemeproteins와 같은 단백질들이 산소 분자에 하나의 전자를



전달해 줌으로써 superoxide radical(O2
· - )이 생성되고 다시 전자와 수소를 받아

과산화수소(hydrogen peroxides , H2 O2 )가 생성된다(O2
· - + O2

· - + 2H +
→ H2 O2

+ O2 ). 이렇게 생성된 H2 O2는 체내의 철이온 혹은 구리이온 등과 반응하여 산소

라디칼 중 가장 강력한 hydroxyl radical(HO·)을 생성시킨다(H2O2 + Fe(Ⅱ) →

HO - + HO· + Fe(Ⅲ)). 생체 내에 생성된 활성산소종(hydrogen peroxide

species , ROS)인 superoxide radical과 hydroxyl radical들은 생체내의 지질, 단백

질 및 핵산 등을 손상시켜 세포의 기능을 억제시키며(Halliwell 등, 1989), 더 나

아가서는 체내의 항상성(homeotasis )에 불균형화 현상을 초래한다(Jakoby 등,

1980 ; Oleinik, Sunderman, 1996 ; Nelson , 1995). 즉 활성이 큰 산소종이 DNA

에 작용하여 돌연변이 및 암을 유발하게 하며(Hamilton - Koch 등, 1986 ; Oleinik

등, 1987), 동맥경화를 비롯한 혈관장해, 신장장해 및 당뇨병 등 많은 질병을 유

발하는 것으로 추측되고 있다(Kator , 1996 ; Schw arz, 1996). 그러나 정상적이 생

체 내에서는 체내의 항상성을 유지하기 위한 많은 효소들이 존재하여 반응성이

큰 활성산소종을 제거시키는데, 그 예로 간과 혈액에 존재하는 SOD는 생성된

O2
· - 를 H2 O2로 전환하는 것을 촉매한다(McCord 등, 1969 ; Fridovich , 1975). 이

렇게 생성된 H2 O2 는 cytochrome system을 함유한 모든 호기성 세포에 존재하

며 heme을 갖고 있는 intracellular catalase에 의해서 물과 산소분자로 분해되어

(Schonbaum 등, 1976) 자유라디칼의 축척에 의한 세포 손상을 억제하게 된다.

1948년에 catalase를 가지지 않은 사람이 발견되었는데(T akahara 등, 1948), 이

런 사람은 보통 사람과 마찬가지로 건강하지만 어릴 때에 입 속이 잘 허는 경향

이 있고, 상처에 과산화수소를 묻혀도 거품이 나지 않으며 상처의 혈액이 흑갈색

으로 변색한다. 이것을 acatalasemia (무카탈라아제증)이라고 하며 열성 유전을 하



는 것으로 알려져 있으며 이 질병의 발생빈도는 보통 0.001% 이하이다. 또, 암환

자는 간에서 catalase 활성이 정상인에 비해 떨어지는데, 그 이유는 아직까지 알

려져 있지 않다.

Catalase는 1910년에 Wolff와 Stoecklin에 의해서 적혈구로부터 최초로 순수

분리되어졌고, 높은 순도로 분리되어진 최초의 효소중의 하나이다. 간으로부터

분리되어진 catalase는 1937년에 이미 결정화 되었으며(Sumner 등, 1937), 순수

분리의 방법이 Sumner (1941)에 의해서 재정리되어 졌다. 그 이후로 소(Sumner

등, 1937), 말(Agner 등, 1943), 사람의 간이나 혈구(Herbert 등, 1948), 양

(Dounce 등, 1942), 쥐, 돼지의 간, 식물의 엽록체(Nicholls 등, 1963), 기타 균류

(Jacob 등 1979)에서도 catalase가 정제되어 결정화 되었다. Catalase에 대한 연

구는 과거 80년대부터 현미경 기술의 발달과 분자생물학적 기술의 도입으로 활

발히 진행되었으며, 현재는 mutant를 이용한 유전자 조작의 연구도 행해지고 있

다.

대부분의 catalase는 아미노산의 조성 성분에서는 차이를 나타내고 있지만, 물

리적인 특징은 거의 유사하다. 이 효소의 일반적인 특징은 약 200,000∼300,000

daltons의 분자량을 갖고 있고 4개의 동일한 subunit s로 구성되어 있는데,

subunit s 각각의 분자량은 대략 55,000∼68,000 daltons 정도이다. 또한 이

subunit들은 ferric form으로 존재하는 하나의 protoheme Ⅸ group을 갖고 있는

데 이를 heme catalase 라 하며 대부분의 catalase가 이에 속한다. 일부 박테리아

및 몇몇 생명체 세포는 활성부위에 heme대신 망간(manganase) 이온을 가지는데

이를 Mn catalase 고 한다.

Catalase는 glucose oxidase, galactosidase, xanthine osidase의 효소 활성을 결



정할 때 사용되어 지고 다양한 가공식품 제조시 glucose oxidase와 함께 O2제거

및 변색방지, 부패억제, 기타 살균시에 첨가된 H2 O2 분해에도 널리 사용된다. 또

미생물관련 실험재료로도 이용되는데, 미생물 분류상에서 생화학적 분류시

catalase활성 능력 테스트에 이용되며, 상업적으로 응용되기 전의 실험단계에서

효소활성능력 테스트에 널리 이용된다. Catalase의 단백질 침투 기술을 이용한

노화예방 기능성 제품개발도 현재 진행중이다. 이와 같이 이용범위가 확대되는

추세에 맞추어 현재 순수 결정화된 catalase를 공급하는 곳도 많이 생겨나고 있

으며 따라서 catalase는 여러 다방면에 효소공학에서 앞으로 널리 이용되리라고

본다.

지금까지 포유동물, 미생물, 식물 등에서의 catalase에 관한 연구는 많이 이루

어졌다. 그러나 양서류에 있어서 catalase의 관련연구로는 양서류 적혈구

catalase와 H2 O2해독에 관한 연구(Paniker 등, 1965)를 비롯하여 개구리 부갑상선

세포에서 catalase연구(Lange 등, 1974), 양서류의 catalase활성과 전기영동 패턴

비교(Alonso- Bedate 등, 1985)등 양서류에서의 catalase의 분리와 정제에 관한

연구는 미비한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 양서류인 황소개구리(Rana Catesbeiana Shaw )의 간으

로부터 catalase를 분리·정제하여 그 생화학적 특성을 밝히고자 하였다.



재 료 및 방법

1 . 재료

본 실험에 사용한 개구리(R ana catesbeiana shaw )는 부산에 위치한 부전시장

에서 구입하여 빙장상태로 저온실(0±4℃)에 운반한 후 수돗물로 씻고, 간을 채

취하여 시료로 사용하였다.

분리·정제시 사용한 수지는 Sigma Chemical Co. (St . Louis , MO, USA )에서

구입한 DEAE - Sephadex A - 50, Sephadex G- 150, Sephacryl S- 300과

Amersham Pharmacia Biotech Ltd. (Little Chalfont , Buckes , UK)에서 구입한

DEAE - Sephacel이며, 질소압력농축기와 한외여과막(Molecular weight cut off,

MWCO 10,000)은 Sartorious Co. (Goettingen, Germany ) 제품을 사용하였다. 최

종 순도 확인은 Bio- Rad Co. (Hercules, CA , USA )의 miniprotanⅡ gel

electrophoresis system을 사용하였다. 겔 여과용 marker protein , SDS 전기 이동

용 marker protein, sodium dodecyl sulfate(SDS), bovine serum albumin은

Sigma chemical Co. (St . Louis, MO, USA )로부터 구입하여 사용하였으며, 그

외 다른 모든 시약은 분석용 특급시약을 사용하였다.

2 . 방법

2 - 1 . 조 효소 의 추 출



황소개구리 간 400g에 5 mM CaCl2를 포함한 10 mM T ris - HCl 완충용액(pH

7.4)을 1600 ml 넣고 균질기(ACE homogenizer AM - 6)로 13,000 rpm에서 2분간

2회 균질화 하였다. 이 용액을 냉각원심분리기(Hanil Mega 17R)로 4℃에서

7,690 ×ｇ로 10분간 원심분리하여 상층액을 취하고, 지질을 제거하기 위해 반응

액의 20%(V/ V)가 되게 CCl4를 가하여 4℃ 저온실에서 30분간 교반한 후, 다시

원심분리(7,690 ×ｇ, 10 min )하여, 그 상층액을 catalase의 조효소(crude

enzyme)로 사용하였다.

2 - 2 . Cat alas e의 정 제

추출된 조효소액의 정제는 Fig . 1과 같은 방법으로 실행하였다. 즉, 추출된 조

효소액을 20∼80% ammonium sulfate로 염석하였고, 원심분리(7,690 ×ｇ, 15

min )하여 침전물을 모아 최소량의 10 mM T ris - HCl 완충용액(pH 8.0, 이하 A완

충용액이라 명명함)에 녹여 동일 완충액으로 24시간 투석(Semi- permeable

membrane : M .W . 12,000∼14,000 cut - off)하였다.

이 조효소 액을 미리 A완충용액으로 충진하여 평형화시킨 DEAE - Sephadex

A - 50 컬럼(ø3.8×40 ㎝)에 흡착시키고 동일 완충액을 충분히 흘려 비흡착 부분

을 제거한 후, A완충액에 NaCl을 가해 농도가 0에서 1.0 M이 되도록 선형상 농

도구배법으로 분별용출(유속 : 0.8 ml/ min , 분획량 : 4.8 ml)시켰다. 여기서 얻어

진 각 획분마다 단백질 및 catalase 활성도를 측정하고, 효소활성이 있는 획분을

포집하여 질소압력으로 농축하고 50 mM T ris - HCl 완충용액(pH 7.0, 이하 B완

충액이라 명명함)에 대하여 투석하였다. 다음은 B완충액으로 미리 활성화된



M in c e d ti s s u e

Homogenization with 4 vol, of 10 mM T ris - HCl buffer pH 7.4 contaning 5 mM CaCl2 .

Centrifugation at 7,690 ×ｇ for 10 min .

S upe rn atant

Removal remained lipid with 20%(v/ v ) of carbontetra choride.

Centrifugation at 7,690 ×ｇ for 10 min .

S upe rn atant (Cru de ex trac t )

Salting out with (NH 4 )2 SO4 in 20∼80% saturation range.

Centrifugation at 7,690 ×ｇ for 15 min .

P re c ipit at e

Dialysis against 10 mM T ris - HCl buffer (pH 8.0).

DEAE - Sephadex A- 50 column (ø3.8×40 ㎝) chromatography by liner gradient elution of

0∼1.0 M NaCl in 10 mM T ris - HCl buffer (pH 8.0).

Combining of the active fractions and concentration with ultrafilter (MWCO 10,000).

Dialysis against 50 mM T ris - HCl buffer (pH 7.0).

Con c en tra e

Sephadex G- 150 column (ø 2.5×100 ㎝) chromatography with 50 mM T ris - HCl

buffer (pH 7.0).

Elution with the same buffer .

Combining of the active fractions and concentration with ultrafilter (MWCO 10,000).

Con c en trate

DEAE- Sephacel column (ø3.8×40 ㎝) chromatography by liner gradient elution of 0∼1.0

M NaCl in 10 mM T ris - HCl buffer (pH 8.0).

Combining of the active fractions and concentration with ultrafilter (MWCO 10,000).

Dialysis against 50 mM T ris - HCl buffer (pH 7.0).

Con c en trate

Sephacryl S- 300 column (ø 2.5×100 ㎝) chromatography with 50 mM T ris - HCl

buffer (pH 7.0).

Elution with the same buffer .

Combining of the active fractions and concentration with ultrafilter (MWCO 10,000).

P urif ie d c at ala s e

Fig . 1. Scheme of purification procedure for the catalase from liver

of bullfrog .



Sephadex G- 150 컬럼(ø 2.5×100 ㎝)에 주입하고 B완충액을 0.3 ml/ min의 유속

으로 통과시켜 5 ml씩 분획하였다. 각 획분마다 단백질과 활성을 측정하고 가장

높은 활성을 가진 부분을 질소압력 농축하여 위와 동일한 방법으로

DEAE - Sephacel 컬럼(ø3.8×40 ㎝)을 이용하여, 흡착된 활성단백질은 A완충액

에 NaCl 농도가 0에서 1.0 M이 되도록 선형상 농도구배법을 실행하였다(유속 :

1 ml/ min , 분획량 : 5 ml). 얻어진 획분에서 다시 단백질 및 활성을 측정하여 질

소압력으로 농축하고 B완충액으로 투석하였다. 마지막 단계로 부분 정제된 획분

을 B완충액으로 평형화시킨 Sephacryl S - 300 컬럼(ø 2.5×100 ㎝)에 주입하고

동일 완충액으로 용출(유속 : 1 ml/ min , 분획량 : 5 ml)시켰다. 각 획분에서 단

백질 및 catalase 활성을 측정하여, 최종적으로 모은 활성획분을 질소압력 농축하

였다.

이상의 과정을 거쳐 정제한 효소를 - 4℃ 이하에서 냉동 보관하면서 정제 효소

의 특성 실험에 사용하였다.

2 - 3 . Cat alas e 활성 측정

Catalase의 활성은 Beers (1952)와 Abei(1974)의 방법에 준하여 catalase에 의해

기질인 H2O2 (hydrogen peroxide)가 분해되는 것을 이용하여 측정하였다. 즉, 효

소용액 0.6 ml를 25℃(실온)에서 5분간 평형화시킨 뒤 30 mM H2 O2용액 0.3 ml

를 첨가하여 240 nm (ε2 4 0n m = 19.4 M - 1Cm - 1 )에서 H2 O2분해에 따른 흡광도의 감

소를 10초 간격으로 1분동안 측정하였다. 효소의 활성도는 25℃, pH 7.0 에서 1

분동안 분해된 1 μmol의 H2 O2를 1 unit로 정의하였고 단백질 1 mg을 기준으로



표시하였다.

2 - 4 . 단 백질 정량

Bovine serum albumin을 표준으로 하여 Lowry 등(1951)의 방법에 따라 미리

구한 검량선으로부터 단백질 농도를 구하였다. 즉 단백질용액 0.3 ml에 0.1 N

NaOH에 녹인 2% Na2 CO3 용액과 1% potassium sodium tartrate에 녹인 0.5%

CuSO4·5H2 O용액을 50 : 1 (v/ v )로 혼합한 용액 3.6 ml을 가하고 20분 후

Folin - reagent 0.3 ml를 가하여 30분간 방치한 후 660 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 또한 정제과정 중의 단백질 획분의 검색은 280 nm에서 흡광도를 측정하여

시행하였다.

2 - 5 . Cat alas e의 동 정

2 - 5 - 1. 전기 이동 분석

최종 정제된 catalase의 subunit 양상 및 분자량은 Laemmli(1970)의 방법에 따

라 실행하였다. 즉 subunit을 측정하기 위하여 SDS - PAGE (0.1% SDS를 함유하

는 12.5% polyacrylamide gel)를 사용하여 2% SDS로 처리된 catalase 시료와

SDS - marker protein을 농도별로 slab gel (6×8 ㎝)에 주입하고 0.1% SDS를 함

유한 0.25 M T ris - 0.192 M glycine 완충용액(pH 8.3)을 이용해서 각 well당 2

mA 의 전류로 전기이동 시켰다. 전기이동 후 0.1% Coomassie Blue G- 250,



45% methanol/ 10% glacial acetic acid를 사용하여 염색하였다. 염색이 끝난 겔

은 10% acetic acid로 탈색시킨 후 0.005% Coomassie Blue G- 250/ 6%

perchloric acid로 보존하였다. 또한 SDS - marker protein의 전기이동도와 SDS화

한 단백질의 전기이동도를 비교하여 catalase의 구성, subunit의 분자량 측정 및

순도를 판정하였다.

2 - 5 - 2 . 겔여 과에 의한 분석

겔 여과를 이용한 분자량의 측정은 Andrew s 등(1970)의 방법에 따라 측정하

였다. 즉, 50 mM sodium phosphate 완충용액(pH 7.0)으로 평형화시킨 Sephadex

G- 150 컬럼(ø 2.5×100 ㎝)에 정제된 catalase와 겔 여과용 분자량 표준 단백질

(Aproferritin : MW 443 kDa, β- Amylase : MW 20 kDa, Alcohol

dehydrogenase : 15 kDa, Bovine serum albumin : MW 66 kDa)을 정제과정 중

의 겔 여과와 동일한 조건으로 하여 교대로 용출(유속 : 0.3ml/ min, 분획량 :

4.8ml)시킨 후에 용출부피(Ve)와 blue dextran의 용출부피(Vo)의 비로써 분자량

을 측정하였다.

2 - 6 . 정 제 Cat alas e의 특 성

2 - 6 - 1. pH 안정 성

효소 용액을 50 mM Glycine- HCl 완충용액(pH 3.0), 50 mM Sodium acetate



완충용액(pH 4.0∼5.0), 50 mM Sodium phosphate 완충용액(pH 6.0∼8.0), 50

mM Glycine- NaOH 완충용액(pH 9.0∼10.0)으로 각각 제조하여, 활성측정 온도

25℃에서 1시간 동안 정치시킨 후 잔류하는 효소의 활성을 측정하였다. 각각의

pH별로 측정한 효소 활성을 비교하여 상대활성으로 pH 안정성을 나타내었다.

2 - 6 - 2 . 열 안 정성

효소 용액을 30℃에서 80℃까지 10℃의 간격으로 각 온도에서 30분간 가온한

후, 활성측정 온도 25℃에서 15분간 안정화시킨 다음, 잔류하는 효소의 활성을

측정하였다. 각각의 온도별로 가온한 후에 측정한 효소의 활성을 비교하여 상대

활성으로 열 안정성을 나타내었다.

2 - 6 - 3 . 기질 농도 에 의 한 영 향

기질농도의 변화에 따른 catalase의 활성의 영향을 알아보기 위해, 15 mM, 30

mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM, 150 mM의 각각 다른 농도의 H2O2용

액을 기질로 사용하여 효소 활성을 측정하였다.

2 - 6 - 4 . 흡광 스펙 트럼

정제된 효소의 visible, ultraviolet absorption spectra를 spectrophotometer로

측정하였다. 즉 순수한 정제효소의 흡광 스펙트럼과 10 mM KCN용액을 첨가하



였을때의 흡광 스펙트럼을 비교하여 살펴보았다.

2 - 6 - 5 . 화학 약제 에 의 한 영 향

여러 가지 화학약제들이 catalase의 활성에 미치는 영향을 알아보기 위해

potassium cyanide(KCN), EDT A, cy stein , soidum azide, hydroxyamin을 활성

측정용 혼합액에서의 최종 농도가 각각 1.0 mM이 되도록 만든 다음, 효소용액과

25℃에서 10분동안 반응시킨 후 활성을 측정하여 화학약제가 첨가되지 않은 경

우의 활성과 비교하여 상대활성을 계산하였다.



결 과 및 고찰

1 . Cat ala s e의 분리 정제

Catalase를 Fig . 1에 나타낸 방법에 따라 분리·정제하였다. 즉, 개구리간에 5

mM CaCl2를 포함한 10 mM T ris - HCl 완충용액(pH 7.4)을 4배가 되도록 첨가하

여 마쇄한 후 원심분리(7,690×ｇ, 10 min )하여 침전물을 제거하고, 반응액에 대

해 20∼80% ammonium sulfate로 염석한 다음 투석하였다. 그 투석액을 10 mM

T ris - HCl 완충용액(pH 8.0)으로 평형화된 DEAE - Sephadex A - 50 컬럼(ø3.8×

40 ㎝)에 주입하여, 동일 완충액을 충분히 흘려 비흡착 부분의 제거시키고 0∼1.0

M NaCl/ 10 mM T ris - HCl 완충용액(pH 8.0)으로 선형상 농도 구배법으로 분별

용출(유속 : 0.8 ml/ min , 분획량 : 4.8 ml)하여 분리한 후, 각 획분에 대한 280

nm에서의 흡광도와 catalase활성을 측정한 결과를 Fig . 2에 나타내었다. 단백질

(A2 80 )은 전체적으로 넓게 나타났지만 catalase 활성은 0.3∼0.4 M NaCl 농도에서

나타났다.

DEAE - Sephadex A - 50 컬럼에서 분리한 활성 획분을 모아 50 mM T ris - HCl

완충용액(pH 7.0)에 대해 투석하고 농축하여 분자량 범위가 300,000∼5,000 Da인

Sephadex G- 150 컬럼(ø 2.5×100 ㎝)에 주입하고 용출시켜(유속 : 3 ml/ min 분

획량 : 5 ml) 분리한 결과를 Fig . 3에 나타내었다. 두개의 단백질 획분이 관찰되

었지만 하나의 단백질 획분에서만 활성이 나타났다. 활성이 나타난 획분을 모아

질소 농축하고 다시 위와 동일한 방법으로 DEAE - Sephacel 컬럼(ø3.8×40 ㎝)

을 이용하여 흡착된 활성단백질을 10 mM T ris - HCl 완충용액(pH 8.0)에 NaCl



F ig . 2. Chrom atogr am of DEAE - Sephadex A - 50 colum n (3.8

4.0 cm ) chrom atogr aphy of the amm onium su lfate

s atur ation in the r ange of 20% to 80% . T he

colum n w as eluted w ith 10 m M T ris - HCl buffer , pH 8.0

and then a linear gr adient of 0∼1.0 M N aCl in the

s am e buffer . F low r ate and fr action volum e w as 4.8 m l

and 0.8 m l/ min respectively .



F ig . 3. Seph adex G - 150 gel filtr ation chrom atogr aphy of the

partially purified cat alase from liver of bullfrog . T he

active fr actions from ion exch ange chrom atogr aphy w as

applied to Seph adex G- 150 gel column (2.5×100 cm )

equilibr ated w ith 50 m M T ris - HCl buffer , pH 7.0 and

eluted w ith the sam e buffer . E ach fr action cont ainig of

5 m l w ere collected at a flow r ate of 0.3 m l/ min .



농도가 0에서 1.0 M이 되도록 선형상 농도구배법을 실행하여 (유속 : 1 ml/ min ,

분획량 : 5 ml) 분리한 결과를 Fig . 4에 나타내었다. 0.5 M NaCl 농도를 전후한

부분에서 효소 활성이 현저하게 나타났으며, 그 활성 획분을 다시 모아 50 mM

T ris - HCl 완충용액(pH 7.0)에 대해 투석하고 농축한 다음, 50 mM T ris - HCl 완

충용액(pH 7.0)으로 충진하여 평형화 시킨 Sephacryl S - 300 컬럼(ø 2.5×100

㎝)에 주입하고 동일 완충액으로 용출(유속 : 1 ml/ min, 분획량 : 5 ml)시켰다.

각 획분에서 단백질 및 catalase 활성을 측정한 결과 하나의 획분으로 용출되었

다(Fig . 5). 이 단계에서 catalase활성을 보인 획분을 농축하여 SDS - PAGE 전기

이동법에으로 순도를 확인하였으며, 특성 실험에 이용하였다.

개구리간에 분포하는 catalase의 정제 단계별 총 단백질량, 고유활성, 수율을

정제한 정제도를 T able 1에 나타내었다. 20∼80%의 포화황산암모늄을 처리한 경

우는 조효소에 비해 고유 활성이 2.26배 증가하였고, DEAE - Sephadex A - 50 이

온 교환크로마토그래피를 실시함으로써 고유활성이 26.95배로 크게 증가하였다.

다음 단계로 겔여과와 2차 이온 교환 크로마토그래피를 실행함으로써 조효소와

비교하여 55.72배 고유활성이 증가하여 472.53 unit s/ mg이었다. 마지막 단계로

Sephacryl S - 300컬럼으로 최종 분리한 활성 획분의 고유 활성은 623.92

unit s/ mg으로 약 73.57배 고유활성이 증가하였고 이때의 수율은 약 0.25%였다.

Kouichi(2000)는 개의 간에서 catalase를 분리한 결과 5.8% 수율로 147.6배 정

제되어 36,720.0 unit s/ mg의 고유활성을 가진다고 보고하였고, Halobacteria로부

터 분리한 catalase도 6,422.0 unit s/ mg으로써 106배의 정제도를 나타내는 것으로

보고된 바 있다(Nany 등, 1994). 또 밀의 배에서 분리한 catalase는 83 unit s/ mg

의 활성을 가지며 54배 정제되어 3.2 %의 수율은 가진다고 보고하였다(Garcia



F ig . 4. Rechrom atogr am of the cat alase fr action pooled from

Sephadex G - 150 colum n chrom atogr aphy . T he

colum n (3.8×40 cm ) w as eluted w ith 10 m M T ris - HCl

buffer , pH 8.0 and then a linear gr adient of 0∼1.0 M

N aCl in the sam e buffer . F low r ate and fr action volum e

w as 5 m l and 1 m l/ m in respectively .



F ig . 5. Sephacry l S - 300 gel filtr ation rechrom atogr aphy of

cat alase from liver of bullfrog . T he active fr action s

from after ion exchange chrom atogr aphy w as applied

to Seph acry l S - 300 colum n (2.5×100 cm ). T he column

w as eluted w ith 50 m M T ris - HCl buffer , pH 7.0.

F r actions of 5 m l each w ere collected at flow r ate of 1

m l/ min .



T able 1. Purification of cat alase from liver of bu llfrog .

Purification step
T otal protein

(mg/ ml)

T otal activity

(units )

Specific

activity

(units/ mg)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Crude enzyme 10,123.93 85,850.92 8.48 1 100

Ammonium

sulfate
1,124.93 21,564.91 19.17 2.26 25.12

DEAE- Sephadex

A- 50
55.37 12,652.05 228.50 26.95 14.73

Sephadex G- 150 8.53 2,892.18 339.06 39.98 3.37

DEAE- Sephacel 1.53 722.97 472.53 55.72 0.84

Sephacryl S- 300 0.34 212.13 623.92 73.57 0.25



등, 2000).

2 . Cat ala s e의 동정 및 분자량

최종 정제된 catalase의 순도와 구성 subunit의 확인 및 분자량 측정은

SDS - PAGE 전기 이동법과 Sephdex G- 150 겔 여과법으로 실행하였다. Fig . 6은

정제된 효소의 12.5% SDS - PAGE 전기이동상 단일 band로 나타나 순수한 물질

임을 확인할 수 있었으며, marker protein으로 fumarase (MW : 58.6 kDa), egg

albumin (MW : 45 kDa), pepsin (MW : 34.7 kDa), trypsinogen (MW : 24

kDa)을 사용하여 측정한 결과 분자량은 47.7 kDa 이었다.

또한 Sephadex G- 150을 사용하여 catalase의 분자량을 측정한 결과를 Fig . 7

에 나타내었다. Marker protein으로는 Aproferritin (MW 443 kDa), β- Amylase

(MW 20 kDa), Alcohol dehydrogenase (15 kDa), Bovine serum albumin (MW

66 kDa)을 사용하였으며, catalase의 분자량은 186 kDa으로 SDS - PAGE 전기 이

동법에 의해 얻은 값의 약 4배에 해당하는 값을 나타내었는데, 이러한 결과로부

터 catalase는 47.7 kDa의 subunit 4개로 구성된 homotetrameric 효소임을 확인

했다. 이는 일반적인 catalase의 구조와 일치되는 결과로써(tanford 등, 1962 ;

Sund 등, 1967), Kouichi 등(2000)의 보고에 의하면 개의 간에서 분리한 catalase

는 겔 여과법에 의해 분자량을 측정한 결과 230 kDa의 분자량을 가졌는데

SDS - PAGE 전기이동법에 의하면 63 kDa 4개의 동일한 subunit으로 구성된

homotetrameric 효소임을 밝혔고, Clyate 등(1959)도 Rhodabacter sphaeroides에

서 분리한 catalase 역시 232 kDa 으로 homotetrameric 효소임을 밝혔다. 이 외



F ig . 6. 12.5% SDS - poly acry lamide gel electrophoresis of the

purified cat alsae from live of bu llfrog . Lane 1 : M arker

proteins ; fum ar ase (58.6 kDa), egg albumin (45 kDa),

pepsin (34.7 kDa), trypsinogen (24 kDa). Lane 2 :

subunit of cat alase (47.7kDa)



F ig . 7. E stim ation of m olecu lar w eight of the bu llfrog cat alase by

gel filtr ation w ith Sephadex G- 150 colum n (2.5×100 cm ).

F r actions of 4.8 m l eachw ere collected at a flow r ate 0.3

m l/ min . M olecular w eight st andards : aproferrit in (443 kDa),

β- am ylase (200 kDa), alcohol dehydrogenase (150 kDa),

bovine serum album in (66 kDa).



에도 사람, 소, 돼지, 양의 간에서 분리한 catalase도 마찬가지로 4개의 subunit로

구성되어 있다는 것이 밝혀졌다(Roger 등, 1972).

3 . 정제 Cat alas e의 특성

3 - 1 . pH 안 정성

황소 개구리 간으로부터 정제되어진 catalase의 활성에 대한 pH의 안정성을

알아보기 위하여 25℃에서 1시간 동안 각 pH 별로 반응시킨 후 잔존하는 활성을

측정하였으며, 그 결과는 최고 활성을 나타내는 pH 6에서의 값에 대한 상대 값

으로 계산하여 Fig . 8에 나타내었다. 정제된 catalase는 pH 6∼10 범위에서 80%

이상의 안정성을 보였고, pH 6 이하의 범위에서는 그 활성이 급격히 감소하는

것을 알 수 있었다.

많은 생물에서 분리된 catalase는 넓은 pH 영역에서 안정한 활성을 가진다고

보고되어 지고 있는데(Schonbaum 등, 1976), Halobacteria로부터 분리한 catalase

도 pH 7 이상에서는 pH에 대한 높은 안정성을 가지지만 pH 7이하에서는 활성

이 급격히 감소하는 경향을 보인다고 보고되었으며(Nancy 등, 1995),

Rhodospirillaceae의 catalase 역시 pH 6과 10사이에서는 높은 안정성을 보이나

pH 6 이하에서는 그 활성이 급격한 감소를 나타내는 것으로 보고된 바 있다

(Detlef 등, 1998). 황소개구리 간에서 추출한 catalase도 마찬가지로 pH 6∼10 의

넓은 영역에서 pH에 대한 안정성을 가진다는 것을 알 수 있었다.



F ig . 8. E ffect of pH on the activity of purified cat alase

from bullfrog liver . Buffer sy stem used w ere

g lycine/ HCl (50 m M , pH 3.0); sodium acet ate (50 m M ,

pH 4.0- 5.0); sodium phosphate (50 m M , pH 6.0- 8.0);

g lycine/ N aOH (50 mM , pH 9.0- 10.0). T he reaction

m ixtures w ere incubated at 25℃ for 1 hr .



3 - 2 . 열 안정 성

정제된 catalase를 30℃에서 80℃까지 10℃의 간격으로 각 온도에서 30분간

가온한 후, 잔류하는 효소의 활성을 측정한 결과를 Fig . 9에 나타내었다. Fig . 9

에 나타난 바와 같이 30℃에서 50℃까지는 90%이상의 높은 활성을 나타내었으

나, 60℃이상의 온도에서는 활성이 급격히 감소함을 알 수 있었다. 소의 간으로

부터 분리한 catalase는 65℃에서 가온하였을 경우 완전히 활성을 잃는다고 밝혀

져 있으며, 미생물인 A sp . nig er로부터 분리한 catalase 역시 60℃로 반응시킬 경

우 85%의 활성을 잃어버리는 것으로 밝혀져 있다(Scott 등, 1960). 본 연구에서

정제된 catalase도 60℃ 이상의 온도에서 약 70% 이상의 활성을 잃는 것으로 밝

혀져 다른 catalase들과 비슷한 경향을 가진다는 것을 알 수 있었다.

3 - 3 . 기 질 농 도에 의한 영향

기질 용액의 농도가 정제 catalase의 활성에 미치는 영향을 알아보기 H2 O2를

기질로 사용하여 15 mM에서 150 mM 까지의 각각 다른 농도의 H2 O2 용액을 만

든 다음 효소용액과 함께 반응시켜 활성을 측정하였다. H2 O2 용액의 농도가 높

아짐에 따라 효소 활성도 함께 증가하는 것이 관찰되었고, H2O2 용액의 농도가

100 mM 이상에서는 활성이 약간 줄어들긴 하였으나 거의 일정한 수준으로 유지

되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig . 10). H2 O2 용액의 농도가 15 mM에서 100 mM

까지는 일차방정식 상태로 활성이 빠르게 증가하는 경향을 볼 수 있는데 이는

catalase의 전형적이 특성을 나타내는 것이다. 이때의 H2 O2 용액의 농도와 활성



F ig . 9. Effect of tem per ature on the activity of purified

cat alase from bu llfrog liver .



F ig . 10. E ffect of hydrogen peroxide concentr ation on the purified

bullfrog cat alase activity .



F ig . 11. Linew eaver - Burk plot of the bu llfrog cat alase. Init ial

velocity w as plottedas a function of substr ate (hydrogen

peroxide) concentr ation .



을 이용하여 Michaelis - Menten 식에 적용시키면 반응속도를 구할 수 있다(Fig .

11). 이 때의 K m 값은 20 mM이였고, Vm ax는 51.91 U/ mg인 것을 알 수 있었다.

3 - 4 . 흡 광 스 펙트 럼

황소개구리 간으로부터 정제한 catalase의 흡광 스펙트럼을 Fig 12에 나타내었

다. 순수 정제된 효소는 408 nm에서 Soret band를 가지고 있으며, 이 band는 10

mM cyanide를 첨가하면 417 nm로 이동하는 것을 알 수 있었다. 다른 여러

catalase도 이와 비슷한 경향을 가지는 것으로 보고되어 지고 있는데(Hochman

등, 1987 ; Goldberg 등, 1989), 이는 전형적인 heme prosthetic group을 가진

heme catalase란 것을 알 수가 있다. 또한 정제된 catalase 시료의 heme에 대한

흡광도와 단백질에 대한 흡광도의 비율(A 40 6/ A 28 0 )을 살펴보면 0.54로 약간 낮은

편인데 이는 정제 과정 동안 부분적으로 heme을 잃었기 때문이라고 생각할 수

있다.

3 - 5 . 화 학약 제에 의한 영향

여러 가지 화학약제들이 황소개구리 간으로부터 정제된 catalase의 활성에 미

치는 영향을 알아보기 위해 효소용액을 potassium cyanide, EDT A, cystein ,

soidum azide, hydroxyamin등의 화학약제와 반응시킨 후 활성을 측정하여 화학

약제가 첨가되지 않은 경우의 활성과 비교하여 상대활성을 계산하여 T able 2에

나타내었다. 대부분의 catalase의 경우 soidum azide, hydroxyamin,



F ig . 12. UV - Visible ab sorption spectr a of the purified bullfrog

cat alase . T he spectrum of the n ative enzym e (A ) and that of the

enzym e (B ) in the presence of 10 m M CN - w ere show n .



T able 2. Effect of various reagent s on the cat alase activity .

Reagent Relative activity (%)

None 100

EDT A 96

KCN 38

Cy stein 80

Hydroxy amine 14

N aN 3 22

T he concentration of each reagent s in the assay mixture

w as 1.0 mM .



potassium cyanide 시약에 의해 활성이 저해된다고 보고되어지고 있는데

(Masayu,ki 등, 1999 ; Anke 등 2001), 본 연구에서도 마찬가지로 이 세 가지 시

약에 대하여 활성이 크게 저해된다는 것을 알 수 있었다.



요 약

본 연구에서는 황소개구리 간에 분포하는 catalase를 황산암모늄으로 염석한

다음 두 차례의 이온 교환 크로마토그래피와, 겔 크로마토그래피를 거쳐 분리·

정제하였고, 정제한 catalase에 대하여 생화학적 특성을 검사한 결과는 다음과 같

았다.

1. 정제된 catalase의 고유 활성은 조효소에 비해 73.57배 증가하여, 623.92

unit s/ mg이었다.

2. SDS - PAGE 전기이동과 Sephadex G- 150 겔여과에 의해 측정된 황소개구리

간에 존재하는 catalase의 분자량은 186 kDa으로, 네 개의 동등한 subunit로

구성된 homotetrameric 효소임을 확인했다.

3. 정제된 catalase의 pH안정성은 pH 6에서 pH 10까지 거의 활성을 유지하여 비

교적 넓은 pH에서 안정함을 알 수 있었다.

4. 정제된catalase의 온도에 대한 안정성은 30℃에서 50℃까지의 온도에서는 90%

이상의 높은 활성을 나타내었으나, 60℃이상의 온도에서는 활성이 급격히 감

소하였다.

5. 정제된 catalase는 기질 용액의 농도가 10 mM과 100 mM일때는 활성이 빠르

게 증가하나 100 mM이상에서는 어느 정도 일정한 수준으로 유지되었다.

6. 황소개구리 간의 catalase는 408nm에서 Soret band를 가지고 있었으며 heme

에 대한 흡광도와 단백질에 대한 흡광도의 비율은 0.54였다.

7. 정제된 catalas는 KCN, NaN3 , Hydroxyamine에 의해 활성이 급격히 감소하였

다.
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