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돼지에서 분리된 Lactobacillus 의 균체분해산물에 의한Strains

활성화RAW 264.7 Macrophage

김동운조성백정하연문홍길이현정황보종정완태최창원정일병․ ․ ․ ․ ․ ․ ․ ․
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Activation of RAW 264.7 Macrophage by Digested Bacterial

Cell of Pig-derived Lactobacillus Strains
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W. T. Chung, C. W. Choi and I. B. Chung
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ABSTRACT

This study was conducted to investigate the effects of hydrolyzed Lactobacillus supplementation with

digestive enzymes treatment on the macrophage activation, the induction of nitric oxide(NO), interleukin

(IL)-6 and tumor necrosis factor(TNF)- . The RAW 264.7 murine macrophage was exposed to porcineα

Lactobacillus strains which were digested with both pepsin and pancreatin. The production of NO, TNF-α

and IL-6 in the macrophage were strain and dose-dependent, respectively. The induction of NO and

cytokines were higher in both 3149 and 3146 strains compared with other Lactobacillus strains. Overall,

the level of NO was observed at the lower range between 10 and 150 g hydrolysates per ml, whereasμ

IL-6 and TNF- were observed at relatively higher concentration between 50 and 300 g hydrolysates perα μ

ml. Lactobacillus strains which produced a high level of NO also showed a high induction of TNF- andα

IL-6. Therefore, the present results suggest that hydrolysates of Lactobacillus strains are related to

induction of several macrophage mediators, and then it could be beneficially used to modulate

gastrointestinal immune function of the host. Also, the methodogly employed in this study might be useful

to investigate the effects of lactic acid bacteria on gastrointestinal immunity.

(Key words : Lactobacillus, Macrophage, Nitric oxide, Cytokine)

서 론.Ⅰ

Lactobacillus와 Bifidobacterium과 같은 유산
균은 장내감염방지 항암작용 콜레스테롤 제거, ,

능력 면역 활성능력 등과 같은 유익한 효과 때,

문에 생균제로 널리 이용되고 있다(Fuller, 1991
; Gilliland, 1990 유산균에 의한; Sanders, 1993).

면역증강기능으로는 와 임파구활성macrophage

와(Hatcher Lambrecht, 1993 등; Sekine , 1994 ;

등 항체생성 등Kirjavainen , 1999), (Link-Amster ,

1994 등 비장과 장관의; Fukushima , 1999), peyer`s

증식 등patch (Takahashi , 1993 ; Kang 등, 1994)
등이 보고되었으며 이들 연구의 대부분이 생,

균 사균 및 등을, , peptidoglycan cell free extract

사용하였다.
생체의 면역기구로서 제 선을 담당하는1
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는 골수에서 생산되는 탐식세포로서macrophage

체내에 들어온 이물질을 비특이적으로 탐식하
고 소화하며, hydrogen peroxide(H2O2나) nitric

와 같은 각종 세포독성물질을 분비하oxide(NO)

여 이종세포나 암세포를 파괴하는 면역세포이
다 또한 세균이나 이물질을 탐식제거하는 과.

정에서 그리고interleukin-1(IL-1), IL-6 tumor

와 같은 여러 가지necrosis factor(TNF)-α cytokine

과 와 같은 효소를 분비하여 체내면phosphatase

역현상을 조절하며 염증반응 조혈기구 등에도,

관여하는 면역계의 주요 방어기구이다 등(Urban ,

1986 특히; Nathan, 1992, 1995). murine macrop-

을 이용한hage model in vitro 실험에서 유산균에
의해 에서 분비되는macrophage hydrogen peroxide,

그리고nitric oxide IL-1, IL-6, IL-10 및 TNF-α

등의 생성에 대한 연구보고가 있다cytokine (Tejada

과-Simon Pestka, 1999 등; Kimoto , 2004 ; Kitazawa

등, 1999 등; Nishimura , 2003).

한편 in vitro 뿐만 아니라 여러 in vivo 연구
에서도 유산균 급여에 의한 면역기능 향상이
알려져 있다 등(Sekine , 1994 등; Kirjavainen ,

1999 등; Link-Amster , 1994 등; Fukushima ,

1999 등 그러나 경구 투여된 대; Sakai , 1996).

부분의 유산균은 일부만이 위와 십이지장을 통
과하여 장내에 정착한다고 알려져 있다(Marteau
등, 1992 이것은 위액: Clark and Martin, 1994).

의 낮은 와 췌장에서 분비되는 담즙산과 소pH

화관 효소 등에 의해 많은 수의 생균이 영향
을 받기 때문이다 따라서 본 연구에서는 인위.

적으로 소화관의 작용을 받은 균체의 장관면
역 관련 생리적 작용을 조사하기 위하여 돼지
유래의 를 위와 소장의 조건에서 소lactobacilli

화효소인 과 으로 처리한 균체pepsin pancreatin

분해산물이 활성화에 미치는 영향을macrophage

을 이용하여 검토하였다murine macrophage model .

재료 및 방법.Ⅱ

균종 및 배양1.

Lactobacillus acidophilus KCTC 3146, Lactobacillus

amylovorus KCTC 3149, Lactobacillus acidophilus

KCTC 3152, Lactobacillus salivarius subsp. sali-

cinius KCTC 3156, Lactobacillus agilis KCTC

3158, Lactobacillus amylovorus 은 한KCTC 3177

국유전자은행으로부터 구입하여 사용하였다.
균주는 배지 에서 시간 배양MRS (Merck) 37 , 24℃

후 균체를 회수하여 균체분해물 제조에 사용하
였다.

균체분해산물 제조2.

균체분해산물은 의 방법Boisen and Fernandez

을 일부 수정하여 사용하였다 각 균체(1995) . 1

을g sodium phosphate buffer (pH 6.4) 4 에 부ml

유시킨 후 을 이용하여 로 조정하였다HCl pH 2 .

여기에 pepsin 1 ml (10 를 첨가하고mg/ml) 37℃

에서 시간동안 반응시킨다 반응이 끝6 . Pepsin

난 후 sodium phosphate buffer (pH 6.8) 2 를ml
넣고 를 이용하여 로 조정한 후NaOH pH 6.8

를 넣어 에서 시pancreatin 1ml (25mg/ml) 37 12℃

간동안 반응시킨다 반응 후 에서 분간. 72 10℃

열처리 하고 에서 분간 원심분리 한10,000 g 10

후 상등액이하 균체분해산물이라 함을 회수하( )

여 동결건조 하였으며 이것을 실험에 사용하,

였다.

세포배양3. Macrophage

는 한국세포주은행에RAW 264.7 macrophage

서 구입하여 사용하였다 세포를. 10% heat-inactivated

이fetal bovine serum, 1% penicillin-streptomycin

함유된 에 계대배양 한 후DMEM medium 24-

에well plate 5 × 10
5 의 농도로 넣은 다cells/well

음 균체분해산물을 첨가하거나 첨가하지 않고,

5% CO2 배양기에서 시간동안 배양하37 , 72℃

여 측정에 사용하였다NO, IL-6, TNF- .α

생성능4. Nitric oxide

에서 생산되는 의 양은Macrophage nitric oxide

반응을 이용하여 안정된 산화물로 변환Griess

된 의 양을 정량함으로써 측정하였다nitrite (Ding

등 먼저 시간 동안 세포를 배양한, 1988). 72
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후 상등액 100 를 취하여 시험관에 넣고 증㎕

류수 2 와 시약ml Griess I (1% sulfanil-amide in

HCl) 200 를 넣고 잘 섞어 준다 신속하게.㎕

시약Griess (0.12% N-(1-naphthyl)-ethylenediaⅡ mine

를 넣어 섞어준 다음dihydrochloride) 200 10㎕

분 후 를 이용하여20 spectrophotometer 540～

에서 흡광도를 측정하였다 의 표준물. Nitrite㎚

질로는 를 사용하였으며 생성sodium nitrite , NO

능의 양성 대조구 물질로는 lipopolysaccharide

를 사용하였다(LPS) .

측정5. IL-6

배양액의 는 등 에 의한 방법IL-6 Dong (1994)

을 변형하여 사용하였다 즉. , 0.01 M phosphate

에buffer solution(pH 7.4) 1 로 희석한/ml IL-6㎍

항체 를(rat anti-mouse; Endogen) microtiter plate

에 넣어 에서 하룻밤 코팅시켰100 /well 4㎕ ℃

다 를 을 함유한. Plate 0.2%(v/v) Tween 20 0.01

로 회 세척하여 여분의 항체를M PBS(PBST) 2

제거한 다음 비 특이적 결합을 방지하기 위하,

여 용액을 함유한3%(W/V) BSA 0.01 M PBS

(PBSB) 200 를 넣어 상온에서 분간 반응시60㎕

키고 로 회 세척하였다 다음으로 배양PBST 2 .

상등액 및 표준물질을 50 넣어 상온에/well㎕

서 시간 반응시키고 다시 로 회 세척한1 , PBST 3

후 용액에, PBSB 500 의 농도로 희석한ng/ml

항체를biotinylated rat anti-mouse IL-6 50㎕

넣어 상온에서 분간 반응시켰다/well 60 . PBST

로 회 세척한 에 용액에3 plate PBSB 40 ng/ml

농도로 희석한 streptavidin-horseradish peroxidase

를conjugate(Pierce) 50 넣어 상온에서/well㎕

분간 반응시킨다 로 회 세척 후30 . PBST 4 0.1

와M citric-phosphate buffer(pH 5.5) 0.4 mM

을 포함하는 기질용tetramethylbenzidine(Pierce)

액 100 를 넣어 분간 반응시킨다 최/well 30 .㎕

종적으로 동량의 1 M H2SO4를 넣어 반응을
정지 시키고 450 에서 흡광도를 측정하였nm

다 의 생산량은 표준 를. IL-6 recombinant IL-6

이용하여 작성한 표준곡선으로부터 산출하였
다.

측정6. TNF-α

배양액의 는 등 에 의한 방법TNF- Dong (1994)α

을 변형하여 사용하였다 즉. , 0.01 M phosphate

로 희석한 의buffer solution(pH 7.4) 1 /ml TNF-㎍ α

항체 를(rat anti-mouse; Endogen) microtiter plate

에 100 넣어 에서 하룻밤 코팅시켰/well 4㎕ ℃

다 를 을 함유한. Plate 0.2%(v/v) Tween 20 0.01

로 회 세척하여 여분의 항체를M PBS(PBST) 2

제거한 다음 비 특이적 결합을 방지하기 위하,

여 용액을 함유한3%(W/V) BSA 0.01 M PBS

(PBSB) 200 를 넣어 상온에서 분간 반응시60㎕

키고 로 회 세척하였다 다음으로 배양PBST 2 .

상등액 및 표준물질을 50 넣고 바로/well , PBSB㎕

용액에 500 의 농도로 희석한ng/mL biotinylated rat

항체를anti-mouse TNF- 50α 넣어 상온/well㎕

에서 분간 반응시켰다 로 회 세척한120 . PBST 3

에 용액에 농도로 희석한plate PBSB 60 ng/mL

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate(Pierce)

를 넣어 상온에서50 /well㎕ 분간 반응시킨30

다 로 회 세척 후. PBST 4 0.1 M citric-phosphate

와buffer(pH 5.5) 0.4 mM tetramethylbenzidine

을 포함하는 기질용액 를 넣어(Pierce) 100 30㎕

분간 반응시킨다 최종적으로 동량의. 1 M H2SO4

를 넣어 반응을 정지 시키고 450 에서 흡광도를nm

측정하였다 의 생산량은 표준. TNF- recombinantα

를 이용하여 작성한 표준곡선TNF-α 으로부터 산출
하였다.

통계처리7.

통계처리는 의SAS(2000) program ANOVA

를 이용하여 분산분석을 실시하였고procedure ,

평균값을 이용하여 Duncan's multiple range test

로 처리간 유의성 검정을 수행하였다.

결과 및 고찰.Ⅲ

의1. RAW 264.7 cell morphology

는 를 합성하며 증식Resident macrophage DNA

할 수 있으나 활성화 된 는 이러한macrophage
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능력을 상실한다 와(Adams Hamilton, 1987). Fig.

에서는 배양된 의 형태학적 특징을1 macrophage

보여준 것으로서 균체분해산물을 첨가하지 않
았을 때는 대부분 구형이며 세포의 증식이 정
상이었으나 의 인 첨가macrophage activator LPS

에 의해 활성화되면서 세포의 증식은 억제되고
세포의 형태가 변하였다 균체분해산물에. 3146

서는 가 활성화되면서 세포의 형태macrophage

변화가 분명하였으며 세포형태는 균체분해산물
의 종류 및 농도에 영향을 받았다.

의 유도2. Macrophage nitric oxide

본 실험에서는 돼지의 장에서 분리된 장내
세균인 를 소화관 효소인 과lactobacilli pepsin

으로 처리한 후 얻어진 균체분해산물pancreatin

을 에 함께murine macrophage RAW 264.7 cell

배양한 결과 유도되는 의 농도를nitric oxide

로 변환시켜 측정하였다 가 생nitrite . Macrophage

성하는 의 농도는 에서와 같이nitrite Fig. 2 negative

Fig. 2. Effect of bacterial hydrolysates on

NO production in RAW264.7 murine

macrophage cell.

The cells(5×10
5
/well) were cultured with or

without bacterial hydrolysates. After 72 hr of

culture, the level of NO production was

measured by the Griess method. Results are mean

± standard errors of four assays. Values with

different letters are significantly different within

level(P<0.05).

Fig. 1. Morphology of RAW 264.7 cells cultured for 72hr following addition of A) Dulbecco's

modified Eagle's medium only, B) bacterial hydrolysate(10 g/mlμ ) of Lactobacillus

salivarius(3156), C) bacterial hydrolysate(300 g/mlμ ) of Lactobacillus salivarius(3156)

and D) lipopolysaccharide(1 g/ml).μ
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인 세포단독에서는control 3.2 이었으나uM , ma-

의 활성화를 유도하는 물질로서 알려진crophage

E. coli의 를 로 사용하였을LPS positive control 때
1 의 에서 의 높은/ml LPS 38.7 uM nitric㎍ oxide

를 유도하였다 한편 각종 균체분해산물을. 10

150～ 농도로 첨가하였을 때 대부분의 경/ml㎍

우 농도 의존적으로 생산을 유도하nitric oxide

였으며 와 에서 비교적 높게 나타났, 3149 3156

다 의 균체분해산물. 3149 150 일 때/ml 1 /ml㎍ ㎍

와 비슷한 값을 나타냈다LPS nitric oxide .

의 유도3. Macrophage TNF-α

균체분해산물이 의 생산에macrophage TNF-α

미치는 영향을 조사하기 위하여 RAW264.7 cell

을 균체분해산물과 함께 배양하여 배양액으로
분비되는 를 로 측정하였다TNF- ELISA (Fig. 3).α

로서Positive control LPS 1 첨가배양시/ml㎍

를 를 생산하였으나 세포만 배TNF- 18.1 ng/mlα

양한 에서는negative control 0.3 으로 거의ng/ml

측정되지 않았다. 50 의 균체분해산물 첨/ml㎍

가 시에는 활성화 효과가 측정되지macrophage

않았으나 대부분 150, 300 에서부터/ml TNF-㎍ α

Fig. 3. Effect of bacterial hydrolysates on

TNF- production in RAW264.7α murine

macrophage cell.

The cells(5×10
5
/well) were cultured with or

without bacterial hydrolysates. After 72 hr of

culture, TNF- production of culture supernatantα

was monitored by ELISA. Results are mean ±

standard errors of four assays. Values with

different letters are significantly different within

level(P<0.05).

가 측정되었다 와 균주에서는. 3149 3156 300㎍

에서 각각/ml 29.3, 32.6 의 높은 값을 보여ng/ml

강한 유도활성을 보였으나TNF- 3146, 3152,α

및 균주는 아주 약한 값을 보였다3158 3177 .

따라서 유도활성은 균주에 따라 큰 차TNF-α

이가 있음을 보여주었다.

Fig. 4. Effect of bacterial hydrolysates on

IL-6 production in RAW264.7 murine

macrophage cell.

The cells(5×10
5
/well) were cultured with or

without bacterial hydrolysates. After 72 hr of

culture, IL-6 production of culture supernatant

was monitored by ELISA. Results are mean ±

standard errors of four assays. Values with

different letters are significantly different within

level(P<0.05).

의 유도4. Macrophage IL-6

균체분해산물에 의해 에서 유도되macrophage

는 생산에 미치는 영향을 조사하기 위하IL-6

여 을 배양하여 배양 상등액으RAW 264.7 cell

로 분비되는 를 로 측정한 결과IL-6 ELISA Fig.

에4 서와 같이 에서는positive control LPS 1 /ml㎍

에서 를 약IL-6 55.8 를 생산하였으나ng/ml negative

에서는 거의 측정되지 않았다control . 50 의/ml㎍

균체분해산물 첨가 시에는 효과가 없었고 고,
농도인 150, 300 에서 의 유도가 관찰/ml IL-6㎍

되었다 균주에서는 균. 3146, 3149, 3156, 3158

체분해산물을 각 각 및150 300 를 첨가하/ml㎍

여 배양하였을 때 농도에 따라 유도활성IL-6

을 보였으나 및 균주는 아주 약한, 3152 3177

유도활성을 보였다.
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고 찰.Ⅳ

유산균의 많은 유익한 생리적 역할 중에서
면역증강작용에 대한 관심이 높아지고 있다.
특히 유산균이 를 자극하여 탐식작macrophage

용 각종 생산 항원제시 항종양활성, cytokine , ,

등의 기능으로 숙주의 방어와 감염에 중요한
역할을 한다는 다수의 보고가 있으며 등(Kaur ,

2002 과; Ben-Efraim Bonta, 1994 등; Sekine ,

는1994) macrophage NO, H2O2를 생성하여 세균,
곰팡이 및 종양세포를 죽이거나 성장을 억제시
키며 와 같은 을 생성IL-6, TNF- cytokineα 하여
면역반응을 조절한다 등(Marin , 1997 와; Snyder

Bredt, 1992).

유산균에 의한 매크로파지 활성화에 대한 연
구의 대부분은 열처리균 및 생균 등(Cross , 2004

등; Miettinen , 1996 등 세포벽성; Kimoto , 2004),

분인 과peptidoglycan (Tejada-Simon Pestka, 1999),

등 과teichoic acid(Nishimura , 2003), lysozyme

로 처리된 균체분해물 등actinase (Sakai , 1996),

초음파분쇄액송 등 등에 의한( , 2003) cytokine,

NO, H2O2 등의 생성에 대한 보고이다 한편.

일반적으로 경구 투여된 생균제의 장내 정착
율은 그다지 높지 않다고 알려져 있다(Marteau
등, 1992 이것은 위: Clark and Martin, 1994).

와 십이지장을 통과하면서 낮은 담즙 및pH,

소화관 효소의 영향을 받기 때문이다 따라서.

를 위와 십이지장의 영향을 인위적으lactobacilli

로 받게 함으로써 in vivo에서의 효과를 in vitro

에서 좀더 정확히 추정할 수 있는데 도움이 될
것이다.

등 은Sakai (1996) Brevibacterium lactofermentum

을 과 로 분해한lysozyme actinase 균체분해물을
와 함께 배양한 결과에서J774.1 macrophage nitric

의 생성이 농도에 따라 증가함을 보oxide 고하여
효소처리 균체분해물의 효과를 제시하였다 본.
연구의 결과로부터 소화효소로 처리된 lactobacilli

균체분해산물들을 RAW 264.7 와 함macrophage

께 배양함으로서 및 가 유도되NO, TNF- IL-6α

었으며 이것은 균체분해산물이 직접 macrophage

를 자극한 것으로 생각된다 또한 이것은 균체.

분해산물이 장관내에서 을 통과하M cell 여 peyer's

의 매크로파지와 반응 할 수 있을 가능성patch

을 보여준다 사용된 균체분해산물에 의한. NO,

및 의 생산은 농도 의존적으로 상TNF- IL-6α

승작용을 나타내었다 균체분해산물에 따라서.

에서 와 의 분비량에 많은macrophage TNF- IL-6α

차이가 있는 것으로 보아 유도활성은 균주 의
존적임을 보여주었다 특히 과. 3146 3152, 3149

와 은 같은 임에도 유도활성에 큰3177 species

차이를 나타냈다 의 유도는 균체분. Nitric oxide

해산물 에서 관찰 되었으나10 150 ug/ml TNF-～

와 의 유도는 의 고농도처리IL-6 50 300 ug/mlα ～

에서 측정 할 수 있었다 이것은 가. macrophage

유도에 더욱 민감함을 보여주었다NO .

또한 과 으로 처리된 균체분pepsin pancreatin

해산물에 함유된 여러 성분들이 장관면역계의
활성에 관여 할 것임이 시사되고macrophage ,

세균분해산물에 함유되어 있는 어떤 성분이
이런 작용을 하는지 그리고 in vivo에서도 이
런 활성을 보이는지에 대한 연구가 요구된다.
한편 경구섭취 생균제 뿐만 아니라 장내에 존
재하는 장내세균은 살아있을 때는 물론 사멸
되더라도 소화관 효소 및 장내미생물이 분비
하는 효소에 의하여 분해되고 이들 분해물이,

소화관면역계의 활성화에 기여 할 것임이 추
론된다.

요 약.Ⅴ

경구로 섭취된 생균제가 소화관 효소의 작용
을 받은 경우 장관면역계의 에 미치macrophage

는 영향을 조사하기 위하여 돼지의 장내에서
분리된 를 과 과 같은lactobacilli pepsin pancreatin

소화관 효소로 분해한 균체분해산물에 의해
에서 유도되는RAW 264.7 murine macrophage NO,

및 의 생성을 측정하였다TNF- IL-6 . Macrophageα

에서 유도되는 및NO, TNF- IL-6α 는 균종과 균
체분해산물의 양에 따라 달랐다 의 생성수. NO

준은 의 분해물에서 관찰 되었으10 150 ug/ml～

나 와 는 의 고농도처TNF- IL-6 50 300 ug/mlα ～

리에서 나타났다 개의. 6 Lactobacillus 중strains

에서 와 균주는 다른 균주에 비해3149 3156

와 유도능이 높았다 또한 소화관TNF- IL-6 .α
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효소에 의해 분해된 의 균체분해산물lactobacilli

의 성분이 활성 증가와 관련이 있macrophage

으며 생체내에서 숙주면역계를 조절할 것으로
사료된다 본 시험에서 사용한 방법은 소화관.

면역계에 미치는 유산균의 효과를 규명하는데
유익할 것이다.
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