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서 론.

우리 몸의 세포가 에너지를 얻을 때 산소가
필요하며 이 과정에서 활성산소가 생긴다,

과 이러한 활성산소(Thannickal Fanburg, 2000).
는 체내에 유입되는 바이러스나 유독물질 등을
살균하는 긍정적인 효과도 있으나 급속한 현대
화로 인한 잘못된 식습관과 대기오염 식품 첨,
가물 농약 자외선 스트레스 등으로 인해 과, , ,
잉 생산된 활성산소는 당뇨 심장질환 동맥경, ,
화 등 성인병 외에도 노화를 촉진시키는 직접
적인 원인으로 알려져 있다.
항산화물은 에 의한 지질 단백질free radical , ,
핵산 등의 손상을 차단 억제하거나 지연시키,
는 물질로서 최근에는 미생물 유래의 안전하고
강한 천연 항산화물을 찾고자 하는 연구가 활
발히 이루어지고 있으며 등(Rash , 1993; Chung
등 유산균의 항산화 활성에 대하여 보, 2002),

고된 바 있다 등 등(Korpela , 1997, Kullisaar ,
과2002, Lin Yen, 1999),

Lactobacillus 는 사람의 건강한 장내 미생spp.
물 균총에 중요한 미생물일 뿐 만 아니라

항미생물 효과 면역증강 효과(Sandine, 1979) , ,
항종양 효과 등 인체에 유익한 영향을 주는 것
으로 잘 알려져 있다 등(Holzapfel , 1998).
본 연구에서는 Lactobacillus 의 항산화 효spp.
과 활성산소에 대한 내성 소거, , hydroxy radical
능 흡착능 및, ferrous iron superoxide dismutase
와 활성을 측정하고자 하glutathione peroxidase
였다.

재료 및 방법.

1.

본 시험에서 사용한 균주 Lactobacillus casei

Lactobacillus 의 항산화 효과 및 활성산소에 대한 내성spp.
김현수 정석근 채현석 함준상 안종남 이종문
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ABSTRACT

The four Lactobacillus spp. were investigated for their antioxidant properties, including antioxidant activity,
tolerance to reactive oxygen species, hydroxy radical scavenging activity and ferrous iron chelating activity.
Also, activities of superoxide dismutase and glutathione peroxidase were investigated. From the results of this
work, the intact cell and cell lysate of L. casei KCTC 3260 were exhibited highest antioxidant activity. L.
casei KCTC 3260 also showed strong tolerance to reactive oxygen species. This strain showed highest gluta-
thione peroxidase activity among the tested strains.
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KCTC 3260, Lactobacillus casei KCTC 3109,
Lactobacillus lactis 및KCTC 3034 Lactobacillus
helveticus 는 한국생명공학연구원 유KCTC 3545
전자은행에서 분양 받아 사용하였다 이들 균주.
는 에MRS broth(Difco) 37 에서 시간 혐기적48℃

으로 배양하였다(BBL GasPack anaerobic system) .

2. Intact cell cell lysate

균주들은 에MRS broth 37 에서 배양 후 원℃

심분리(4,000 × 분 하여 을 회수하였다g, 10 ) cell .
회수된 은cell 20mM sodium phosphate buffer

로 회 세척 후 다시 에 현탁(SPB, pH 7.4) 2 SPB
하여 은intact cell 109 CFU/m 로 맞추어 사용하
였다 는 현탁한 을 초음파 처리. Cell lysate cell
로 파쇄하고 원심분리(7,000 × 분한 후 상등g, 10 )
액을 0.45μ 로 여과하였으며 단m filter(Milipore) ,
백질 함량은 법Bradford (Bio-Rad Laboratories)
으로 측정하고 약 1 mg/m 로 조정하여 사용하
였다.

3.

항산화 효과는 과 의 방법을Lin Chang(2000)
사용하여 측정하였다 은. Linoleic acid emulsion
0.1 m linoleic acid(Sigma, 99 %), 0.2 m tween
그리고20 19.7 m 의 증류수를 혼합하여 제조

하였다 시료. 0.4 m , 20 mM PBS 0.5 m 을 1 m
의 과 혼합 후linoleic acid emulsion 0.01 의%
FeSO4 0.2 m 을 첨가하여 잘 혼합하였다 여기.
에 0.56 mM H2O2 0.2 m 을 첨가하고 37 암℃

실에서 배양하였다 시간 배양 후. 6 0.4% buty-
lated hydroxytoluene(BHT) 0.2 m 과 4 % tri-
chloroacetic acid(TCA) 0.2 m 및 0.8 % TBA 2 m
을 첨가하고 100 에서 분간 가열하였다20 . n-℃

butanol(Sigma) 2 m 을 가하여 추출하고 원심
분리하여 상등액을 취하여 532 nm(Jasco V530

에서 흡광도를 측정하spectrophotometer, Japan)
여 억제 정도를 항산linoleic acid peroxidation
화 효과 로 나타내었다 로서(%) . Positive control
일반적으로 잘 알려진 수용성 유도체vitamin E
인 를 사용하였다Trolox(Sigma) .

4.

활성산소에 대한 내성은 등 의Kullisaar (2002)
방법으로 측정하였다.

에 대한 내성을 측정하기Hydrogen peroxide
위하여 cell(107 cfu/m 에) 1mM hydrogen per-
oxide(30 를 첨가한 후%, Wako) 37 에서 배양℃

하면서 시간 간격으로 에 생균1 MRS plate agar
수를 측정하였다.

에 대한 내성 측정을 위하여Hydroxy radical
의100mM CuSO4 × 5H2 와O 10 mM terephthalic

를 혼합하고acid(THA, Sigma) , 1 mM hydrogen
를 첨가하여 반응을 개시하고peroxide cell(107

cfu/m 과 배양하면서 위와 동일한 방법으로 생)
균수를 측정하였다.

에 대한 내성은Superoxide radical superoxide
을radical paraquat(1, 1‘-dimethyl-4, 4'-bispyrifium,
을 사용하여 유도하고Sigma) diffusion assay
등 로 측정하였다(Barreto , 1995) . Cell suspen-

sion(107 cfu/m 을 에 도말 한 후) MRS agar 10
mM paraquat 10μ 가 함유된 를paper disk agar
에 정치하고plate 37 에서 배양 후overnight℃

성장저해환 을 측정하였다(mm) .

5. Hydroxy radical

소거능은 등 의Hydroxy radical Kullisaar (2002)
방법으로 측정하였으며 은, hydroxy radical THA
를 사용하여 으로 유도 하였다Fenton reaction

등(Barreto , 1995). 10mM THA 2 m 을 0.1 m
의 시료와 혼합하고, 0.1 m CuSO4 × 5H2O2와 0.1
m 를 최종농도가hydrogen peroxide 10 이mM
되도록 첨가하였다 이 반응으로 생성된. THA
와 hydrox 의 반응물을y radical Fluorescence spec-
trophotometer(Bio-TEK instrument SMF25, Switzerland)
를 사용하여 312 nm excitation, 426 에nm emmission
서 측정하여 소거능 을 구하였다hydroxy radical (%) .

6. Ferrous iron

의 흡착능은 과 의Ferrous iron Yen Wu(1999)
방법으로 측정하였다. 2 mM ferrous chloride
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(Sigma) 0.1 m 과 5mM ferrozine(Sigma) 0.2 m
그리고 증류수 4.6 m 에 시료 0.1 m 을 첨가하
고 분간 실온에서 반응 후10 562 에서 흡광nm
도를 측정하였다 흡착능은 다음의. Ferrous iron
식에 의하여 구하였다.

흡착능Ferrous iron (%) =
(1 시료의 흡광도 대조구의 흡광도/ ) × 100

7. Superoxide dismutase(SOD), Glutathione
peroxidase(GPX)

SO 와 활성은 각각 상업적 인D GPX kit
와RANSOD(Randox Laboratories, UK) RANSEL

( 을 사용하여 측정하였Randox Laboratories, UK) 다.

8.

측정값은 평균±표준오차로 나타내었고, Duncan’s
multiple range test(SAS, release 8.01, SAS Institute

로Inc, Cary, NC) 5 신뢰수준에서 유의차를%
검정하였다.

결과 및 고찰.

1.

본 실험에서는 일반적으로 사용되고 있는 li-
등noleic acid peroxidation system(Wanasundrara ,

을 사용하여1994) Lactobacillus 의spp. intact cell
과 의 항산화 효과를 측정하였다cell lysate .

에 나타낸 바와 같이 의 경우Table 1 intact cell
5.3% ~ 의 경우36.9%, cell lysate 23.6% ~ 79.8%
의 효과를 나타내었다 로서 사. Positive control
용한 Trolox(10 의 항산화 효과는mM) 89.23 이%
었다. L. casei 이 본 실험에 사용한 균주들3260
중 과 에서 각각intact cell cell lysate 36.9 와%
79.8 로서 가장 높은 항산화 효과를 나타내었%
다 이것은 과 이 보고 한. Lin Chang(2000) L.
acidophilus 의 지질과산화 억제 효ATCC 4356
과 나(intact cell; 28%, cell lysate; 48%) Kullisaar
등 이 보고한(2002) L. fermentum의 항산화 효과

와 비교하여(intact cell; 21%, cell lysate; 59%)
높았다.

Table 1. Antioxidant activities of Lactobacillus
spp. and Trolox

Strains
Antioxidant activity (%)

Intact cells Cell lysate

Trolox 89.23 ± 5.4a

L. casei KCTC 3260 36.9 ± 5.4b 79.8 ± 3.5b

L. casei KCTC 3109 5.3 ± 7.6c 45.1 ± 3.4c

L. lactis KCTC 3034 ND 23.6 ± 5.4d

L. helveticus KCTC 3545 ND 75.6 ± 2.0b

Trolox, a known antioxidant, was used as positive con-
trol at the concentration of 10 mM.
a-d Values in the same column with different super-

scripts letters are significantly different(P < 0.05).

2.

항산화 효과가 높은 균주는 활성산소 존재 하
에서 항산화 효과가 낮은 균주에 비하여 더 오
래 동안 생존 할 것으로 사료되며, Lactobacillus

의 활성산소에 대한 내성을 측정하였다spp. .
에 대한 내성을 에 나Hydrogen peroxide Fig. 1

타내었다 과 모두에서 항. Intact cell cell lysate
산화 효과가 높은 균주인 L. casei 은 시3260 9
간 이상 생존하였고 에서 항산화 효, cell lysate
과가 높았지만 에서 항산화 효과가intact cell
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Fig. 1. The survival of Lactobacillus spp. in
the presence of hydrogen peroxide.
━• L. casei KCTC 3260, ━▴ L. helveticus
KCTC 3545, ━◦ L. casei KCTC 3109,
━￭ L. lactis KCTC 3034.
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측정되지 않은 L. helveticus 또한 시간3545 8
동안 생존하였다 과 모두. Intact cell cell lysate
에서 항산화 효과가 낮은 균주인 L. lactis 와3034
L. casei 는 각각 시간과 시간 동안 생존3109 3 2
하였다 의 축적은 세포 생존성. Hydrogen peroxide
에 나쁜 영향을 주며(Deutsch, 1998), E. coli의 경
우 1 ~ 의 농도에서 사멸하는 것으로 보고되3mM
어 있다 와 본 실험에서(Imlay Linn, 1988). L.
casei 은 의 에 대하여3260 1mM hydrogen peroxide
그 생존성에 직접적으로 영향을 받지 않아 높은
내성을 가지고 있음을 알 수 있었다.

Hydr 에 대한 내성을 에 나타내oxy radical Fig. 2
었다 을 통해 을 유. Fenton reaction hydroxy radical
도하고 Lactobacillus spp. 과 배양하면서 생존cell
성을 조사한 결과 항산화 효과가 높은 균주 인
L. casei 은 시간 동안 생존한 반면 항산화3260 7
효과가 낮은 L. lactis 는 시간 후에는 모든3034 2
균이 사멸하였다 이상의 결과에서 항산화 균주.
인 L. casei 은 에 대해서도 높3260 hydroxy radical
은 내성을 갖는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 2. The survival of Lactobacillus spp. in
the presence of hydroxy radical.
━• L. casei KCTC 3260, ━▴ L. helveticus
KCTC 3545, ━◦ L. casei KCTC 3109,
━￭ L. lactis KCTC 3034.

Lactobacillus 의 에 대한spp. superoxide radical
내성은 에 대해 성장저해환이superoxide radical
나타나지 않았으므로 에 대하superoxide radical
여 내성이 있음을 알 수 있었다.

3. Hydroxy radical

Lactobacillus 의 소거능을spp. hydroxy radical

측정하였다 에 나타낸 바와 같이 항산화. Table 2
균주인 L. casei 은 에서3260 intact cell 53.1 %, cell

에서lysate 77.2 로 높은 소거능% hydroxy radical
을 나타내었다 미생물이 소거능. hydroxy radical
을 나타내는 것은 ascorbic acid, -tocopherol, urα ic

등과 같은 를acid, bilirubin, glutathione scavenger
생산하기 때문이다 과(Halliwell Gutteridge, 1999).

은 가장 반응성이 강한 로Hydroxy radical radical
서 소거능은 지질과산화 억제에hydroxy radical
가장 중요한 메커니즘으로 간주되고 있다

따라서(Namiki, 1990). Lactobacillus 의 항spp.
산화 효과가 소거능과 밀접한hydroxy radical
관계가 있을 것으로 생각되었으나 L. casei
와3109 L. lactis 같이 항산화 효과가 낮은3034

균주의 의 소거능이cell lysate hydroxy radical
각각 74.7 와% 68.8 로 높게 측정되어 본 실험%
에서는 소거능과 항산화 효과hydroxy radical
사이의 어떠한 연관성을 설명하기는 어려웠다.

Table 2. Hydroxy radical scavenging activities
of Lactobacillus spp. and Trolox

Strains
Hydroxy radical

scavenging activity (%)
Intact cells Cell lysate

Trolox 96.0 ± 0.2a

L. casei KCTC 3260 53.1 ± 4.9b 77.2 ± 3.7b

L. casei KCTC 3109 38.8 ± 2.8c 74.7 ± 0.9b

L. lactis KCTC 3034 25.1 ± 6.5d 68.8 ± 3.3c

L. helveticus KCTC 3545 32.7 ± 3.5c 74.4 ± 3.5b

Trolox was used as positive control at the concen-
tration of 10 mM.
a-d Values in the same column with different super-

scripts letters are significantly different(P < 0.05).

4. Ferrous iron

미생물의 금속 이온 흡착능은 세포내 추출물
에 존재하는 과EDTA, penicillamine desferix-

같은 생리적 에 의한 것으로 이들amine chelator
은 금속이온을 포집하여 산화 촉진을 저지한
다 등(Gutteridge , 1979). Lactobacillus 의spp. fer-

흡착능을 조사한 결과 에 나타rous iron Table 3
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낸 바와 같이 에서는intact cell L. casei 가3109
67.4 로 가장 높은 흡착능을 나타내었고% , L.
lactis 는3034 34.1 로서 가장 낮았다% . Cell ly-
에서는sate L. casei 3260, L. lactis 및3034 L.

helveticus 는 각각 과3545 69.0, 67.0 74.3 로 높%
았고, L. casei 는3109 52.2 로 낮았다% .

소거능 측정에서와 같이Hydroxy radical ferrous
흡착능 또한 항산화 효과와 연관성을 설명iron

할 수는 없었다.

Table 3. Ferrous iron chelating activities of
Lactobacillus spp. and EDTA

Strains
Ferrous iron

chelating activity (%)
Intact cells Cell lysate

EDTA 99.9 ± 0.0a

L. casei KCTC 3260 42.7 ± 3.6d 69.0 ± 1.9b

L. casei KCTC 3109 67.4 ± 2.1b 52.2 ± 2.4c

L. lactis KCTC 3034 34.1 ± 2.6e 67.0 ± 4.5b

L. helveticus KCTC 3545 54.2 ± 0.7c 74.3 ± 3.1b

EDTA was used as positive control at the concentration
of 600 ppm.
a-e Values in the same column with different super-

scripts letters are significantly different(P < 0.05).

5. SOD GPX activity

활성을 측정한 결과 에 나타낸SOD Table 4
바와 같이 모든 균주에서 매우 낮은 효소 활성

Table 4. SOD and GPX activities of Lactobacillus
spp.

Strains SOD
(U/g protein)

GPX
(U/mg protein)

L. casei KCTC 3260 11.7 ± 0.1a 9.8 ± 0.7a

L. casei KCTC 3109 11.0 ± 0.1a 7.6 ± 0c.1

L. lactis KCTC 3034 6.7 ± 0b.1 8.3 ± 0.2b

L. helveticus KCTC 3545 10.4 ± 1.6a 0.3 ± 0d.1
a-d Values in the same column with different super-

scripts letters are significantly different(P < 0.05).
SOD : superoxide dismutase, GPX : glutathione peroxidase.

을 나타내었다 는 을. SOD superoxide radical hy-
로 변환시켜 세포 내drogen peroxide superoxide

함량을 줄임으로써 독성인radical superoxide
을 직접 제거한다 항산radical (Fridovich, 1989).

화 유산균에서 활성이 측정되지 않았다는SOD
과 의 보고 등으로 미루어 보아Lin Yen(1999)

지질과산화 억제에 는 적게 관여하는 것으SOD
로 생각된다 등 또한. Akaike (1992) peroxy radi-
에 대한 미생물의 항산화 작용은 에 의cal SOD

한 것이 아닌 과 에 의한-tocopherol L-ascorbateα

저해라고 보고 하였다.
는 을 소거하거나GPX free radical glutathione
의 수준을 일정하게 유지함으로써 산화적(GSH)

손상으로부터 세포를 보호한다 즉 세포내. ,
의 농도가 증가하면 산화적 스트레스에 대GPX

항하여 의 내성도 증가한다 와cell (Tabatabaie
의 활성을 조사한 결과Floyd, 1994). GPX L.

casei 이 으로서 가장 높았3260 9.8U/mg protein
고 L. helveticus 는 으로 낮3545 0.3U/mg protein
았다 따라서 활성산소 하에서. L. casei 의3260
높은 생존성은 활성과 관련이 있을 것으GPX
로 생각된다.

요 약.

본 연구에서는 종류의4 Lactobacillus 의spp.
항산화 효과와 활성산소에 대한 내성을 측정하
였다 그 결과. L. casei 의 항산화KCTC 3260
효과가 에서 에서intact cell 36.9%, cell lysate

로서 높은 항산화 효과를 나타내었다 또79.8% .
한 농도의 에서 생존성1mM hydrogen peroxide
에 직접적으로 영향을 받지 않는 등 활성산소
에 대해서 높은 내성을 나타내었다 또한 높은.

활성이 활성산소 하에서GPX L. casei KCTC
의 생존성에 중요한 역할을 하는 것으로3260

생각된다.
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