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학생에게

• 이 시험에서 학생은 다음 과제를 수행합니다.

과제1: A: β-락타아제의 활성과 그것의 억제에 관한 실험

B: β-락타아제 발현과 항생제 저항성의 상관관계

C: 세균의 증식과 살충제의 Ki 값과의 상관관계

• 실험 결과와 답은 반드시 답안지에 쓰시오.

문제지에 기록된 답은 채점되지 않습니다.

• 각 실험에 필요하다고 적힌 실험재료와 기구를 모두 받았는지 반드시 확인하시

오.

준비물에서 빠진 것이 있으면 노란색 카드를 드시오.

• 이 시험이 끝나면, 답안지와 문제지를 모두 봉투에 넣으시오.

감독관이 이 봉투를 회수할 것입니다.

행운을 빕니다!
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과제 1

Part A (35점)

β-락타아제의 활성과 그것의 억제에 관한 실험

재료 및 도구 수량

1. 색도계와 큐벳 7개 1

2. 시험관 8

3. 시험관 대 1

4. 마이크로 피펫(10~100㎕용) 1

5. 마이크로 피펫(100~1000㎕용) 1

6. 마이크로 피펫 팁(10~100㎕용) 20

7. 마이크로 피펫 팁(100~1000㎕용) 20

8. 고형 배지 사진 6

9. 유성펜 1

10. 두루마리 화장지 1

11. 증류수 병 1

12. 씻고 버리는 데 필요한 용기 1

13. 그래프 용지 1

시약

라벨 시약 용기

A β-락타아제 효소 (1.85㎎/㎖) 작은 관병

B 억제제 (100mM) 작은 관병

C 페니실린 G(0.54mM) 푸른색 마개 시험관

D 인산나트륨 버퍼, pH 7.0(10mM) 푸른색 마개 시험관

E CuSO4-네오큐프로인 시약 푸른색 마개 시험관

F HCl (2M) 흰색 마개 시험관



마이크로 피펫 사용법 :

   팁 방출기

 Tip-ejector

   

 Plunger

 눈금표시  

 Display

 팁 끼우는 곳 

 Tip-holder

플런저

그림 1

조절 방법

필요한 양이 눈금 표시기에 표시되도록 플런저(그림1)를 돌린다.

각각의 마이크로피펫은 피펫 위에 표시된 량의 일정 범위에서만 작동함을 기억하

시오. 이 범위를 넘어서는 안된다.

사용 방법

팁 끼우는 곳(그림1)에 피펫 팁을 단단히 끼우시오. 플런저를 서서히 처음 멈추는 곳까지 

누른 후 그대로 멈춘 상태에서 팁을 2~4mm 깊이까지 용액에 수직으로 넣는다. 플런저를 

천천히 놓아 처음 위치로 되돌아오게 한다. 피펫을 용액에서 꺼내어 원하는 시험관으로 



옮긴다. 팁이 시험관의 내벽에 가까이 있어야 한다. 플런저를 처음 멈추는 곳까지 누른 

후 팁에서 용액이 모두 빠져 나오도록 더 누른다. 시험관에서 피펫을 꺼낸다. 사용한 팁

은 팁 방출기를 눌러 버리는 용기에 버린다.

색도계 사용 방법

그림 2

   모드 선택기

   파장 선택기

   큐벳 홀더

   영점 조절기

         위에서 내려다 본 색도계

   전원 스위치

                뒷면에서 본 색도계



1) 색도계의 전원 스위치(그림2)를 ON으로 밀어켠다.

2) 모드 선택기를 사용하여 흡수모드(ABS)를 선택한다.

3) 파장 선택기를 사용하여 파장을 465nm로 맞춘다.

4) 큐벳에 무처리(blank) 용액을 넣는다. 휴지로 큐벳의 바깥 면을 깨끗이 닦고 큐벳 홀

더에 넣는다. 큐벳을 살살 끝까지 밀어 넣는다.

5) 영점 조절기를 돌려 흡광도가 0이 되게 한다. 이제 이 기계를 이용하여 시험 용액의 

흡광도를 측정할 수 있다.

서 론

페니실린은 특징적인 β-락탐링 구조를 가지는 항생제이다. 이 항생제는 세포벽 합성을 

억제하여 세균을 죽인다. 그러나 이 분자들은 β-락타아제라 불리는 효소를 합성하는 일

부 세균에 의해 비활성화된다. β-락타아제를 생산하는 이 세균들은 페니실린에 저항성을 

가진다. 이것 때문에 그런 저항성 세균에 감염된 환자들에게 페니실린 처리는 효과가 없

다. 이 문제를 해결하기 위한 방법은 효과적인 β-락타아제 억제제를 개발하는 것이다.

β-락타아제 억제제의 효과는 억제제의 IC50과 Ki 값을 구하여 평가할 수 있다. 억제제의 

IC50은 효소 활성도를 50% 억제하는데 필요한 억제제의 농도로 정의된다. 억제제의 Ki는 

효소와의 결합 친화력의 측정 도구이다.

β-락타아제 분석 원리

β-락타아제는 다음 반응을 촉매하여 페니실린을 불활성화시킨다.
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Penicillin G Penicilloic acid

+ H2O
b-Lactamase

만들어진 페니실로익산은 네오큐프로인이 있을 때 CuSO4와 복합체를 이룬다. 생성된 노

란색 물질은 색도계를 사용하여 465nm에서의 흡광도를 측정하여 그 양을 측정할 수 있

다.

이 과제에서

• 양-반응 곡선을 그려 주어진 억제제의 IC50을 구하고,

• 억제제의 Ki 값을 구할 것이다.

억제제에 대한 양-반응 곡선은 일정 농도의 기질에서 억제제의 농도를 다양하게 하면서 



β-락타아제의 활성도를 측정하여 만들 수 있다.

Q.1.A.1.(18점) 아래의 방법대로 실험을 하여 흡광도 값을 답안지의 표 1.A.1.에 쓰시오.

Ⅰ. 다음 반응 혼합물을 준비한다.

시험관
인산나트륨 버퍼, 

pH 7.0

억제제

(100mM)
β-락타아제효소 증류수

1 1.48 ㎖ - 20 ㎕ -

2 1.46 ㎖ 20 ㎕ 20 ㎕ -

3 1.44 ㎖ 40 ㎕ 20 ㎕ -

4 1.42 ㎖ 60 ㎕ 20 ㎕ -

5 1.40 ㎖ 80 ㎕ 20 ㎕ -

6 1.38 ㎖ 100 ㎕ 20 ㎕ -

무처리 1.43 ㎖ 50 ㎕ - 20 ㎕

Ⅱ. 시험관을 살살 흔들어 섞은 후 상온에 5분간 놓아둔다.

Ⅲ. 각각의 시험관에 페니실린G(0.54mM) 1㎖를 넣고 살살 섞는다. 상온에 10분간 놓아

둔다.

Ⅳ. 각각의 시험관에 CuSO4-네오큐프로인 시약 1.5㎖를 넣고 살살 섞는다.

Ⅴ. 각각의 시험관에 HCl 100㎕를 넣고 살살 섞어 색 반응을 멈추게 한다.

Ⅵ. 색도계를 465nm 파장으로 맞춘다.

Ⅶ. 무처리 용액으로 흡광도 0을 맞춘다.

Ⅷ. 시험관 1부터 6까지의 용액 흡광도 값을 측정하여 표에 기록한다. 모든 측정값에 감

독관과 학생이 모두 서명하여야 한다. 감독관을 부르기 위해서는 노랑색 카드를 높이 

들면 된다.

표 1.A.1.

시험관 흡광도

1

2

3

4

5

6



데이터 분석과 해석

Q. 1.A.2. (6점)

Ⅰ. 시험관 1부터 6까지 효소 반응 용액 2.5㎖에 들어 있는 억제제의 농도[I]를 mM 단

위로 계산하여 답안지의 표 1.A.2.에 쓰시오.

Ⅱ. 흡광도 값을 페니실린 G의 가수 분해율이라 가정하자. 이제 Vi/Vo를 계산하자. 이 때 

Vo는 억제제가 없을 때 β-락타아제에 의한 페니실린 G의 가수 분해율이고, Vi 는 

억제제가 있을 때 페니실린 G의 가수 분해율이다. 

시험관 1에서 Vi=Vo 임을 주목하시오.

이 값들은 답안지의 표 1.A.2.에 소수점 아래 두 자리까지 기록하시오.

표 1.A.2.

시험관 [I] (mM) Vi/Vo

1

2

3

4

5

6

Q. 1.A.3. (5점) [I]에 대한 Vi/Vo의 그래프를 주어진 그래프용지에 그리고 답안지와 함

께 제출하시오. (그래프용지에 학생 번호를 쓰시오.)

억제제의 IC50과 Ki 값의 결정

Q.A.1.4.(3점) 그래프의 데이터 점 사이의 내삽을 이용하여 IC50 값을 결정하시오. 그 값

을 답안지의 박스에 소수점 아래 두 자리까지 쓰시오.

IC50 =                           mM



Q.A.1.5.(3점) 다음 식을 사용하여 억제제의 분해 상수 Ki를 계산하시오.
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이 때 Km은 페니실린G에 대한 β-락타아제의 미카엘리스-멘텐 상수이고, [s]는 효소 반

응 혼합물에 존재하는 기질(페니실린G)의 초기 농도이다.

페니실린G에 대한 β-락타아제의 Km은 0.05mM로 가정하라. 답을 답안지의 박스에 소수

점 아래 두 자리까지 쓰시오.

Ki =                           mM



Part B (4점)

β-락타아제 발현과 항생제 저항성의 상관관계

페니실린 저항성 세균을 액상 배양 배지에 키울 때 페니실린G 분해효소인 β-락타아제

가 배지에 분비된다. 이 배지에 분비된 β-락타아제는 배지의 상등액을 취하여 그 활성을 

측정할 수 있다. 4종류의 다른 항생제 내성 추정 세균(P, Q, R, S)에서 얻어진 배지의 상

등액을 20㎕씩 취하여 β-락타아제의 효소 활성을 측정하였다.

각 시료의 분광 광도계의 흡광도가 465nm에서 측정되어, 밑의 표에 주어졌다.

세균 흡광도

P 0.090

Q 0.450

R 0.075

S 0.220

이 네 종류의 세균에 대해 디스크 확산(plate assay)법을 이용하여 페니실린G에 대한 

항생제 저항성이 분석되었다. 

1. 각 세균이 따뜻한 배지에 따로 접종이 된 후 멸균이 된 후 고형배지(petriplate) 위에 

부어졌다. 세균이 접종된 액체 배지는 온도가 떨어짐에 따라 고형 배지 위에서 굳게 

된다. 

2. 여러 농도의 페니실린G가 묻혀진 filter paper 디스크가 굳어진 배지 위에 놓여졌다.

3. 배지에서 세균은 배양이 되고, 디스크에 묻어있는 페니실린이 배지로 확산되며, 세균은 

그 배지에서 자라게 된다.

4. 페니실린에 민감한 세균은 항생제가 묻어 있는 디스크 주위에서는 자라지 못하므로, 

세균이 자라지 못하는 투명한 부위가 디스크 주위에 형성될 것이다.

Ⅰ에서 Ⅳ로 표지된 6 종류의 plate의 사진이 주어졌다. 

plateⅠ은 페니실린G가 존재하지 않아 세균이 plate에 균일하게 자란 대조군 plate이

다. plateⅡ는 세균을 접종하지 않아, 세균이 자라지 않은 대조군 plate이다.

plateⅢ에서 Ⅵ는 페니실린G의 존재하에 자란 4종류의 세균을 보여준다. 2.5, 5, 7.5, 

10, 12.5 는 각 디스크에 존재하는 페니실린G의 양을 ㎍으로 표시한 숫자이다.



 





Q.1.B.1.(4점) plate를 관찰하고, 각 plate에서 어떠한 세균이 자라는가를 추론하시오.

답안지의 표 1.B.1.에 답을 써 넣으시오.

표 1.B.1.

배지 세균

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ



Part C (4점)

세균의 증식과 살충제의 Ki 값의 상관관계

P1에서 P4는 세균 B의 생장에 필수적인 효소 E에 대해서 가역적인 억제제로 작용한

다. 이들의 Ki 값이 아래 표에 주어졌다. 이들 4종류의 살충제는 지역적으로 다른 R1, 

R2, R3, R4 지역에서 사용되고 있다. 이들 살충제 사용 후 잔류하는 살충제 농도가 각 4

지역에서 측정되었고, 아래 표에 기록되었다.

지역 R1 R2 R3 R4

살충제 P1 P2 P3 P4

효소 E에 대한 Ki 값 1 nM 5 nM 0.45 μM 0.55 μM

잔류농도 60 nM 100 pM 30 nM 5.5 μM

Q.1.C.1.(4점) 세균 B가 다른 4 지역에서 생장할지 생장하지 못할 지의 여부를 V으로 

1.C.1. 답안지 표에 표시하시오.

표 1.C.1.

지역 R1 R2 R3 R4

세균 B가 생장함

세균 B가 생장하지 못함

******* 실험 평가 3의 끝입니다. ******


	2008_Part3

