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Bacillus subtilis 발효두유의 AGS 인체 위암세포 증식억제 효과
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Abstract

Antiproliferative effects of soy milk fermented with Bacillus subtilis from chungkukjang was studied in AGS 
human gastric adenocarcinoma cells. The fermented soy milk by B. subtilis (B. subtilis-F-SM) exhibited 82% 
growth inhibitory effect at 2 mg/mL concentration, while non-fermented soy milk (Non-F-SM) showed 68%. 
B. subtilis-F-SM treated AGS cells induced more apoptotic bodies than the Non-F-SM treated cells. In mRNA 
expressions, B. subtilis-F-SM showed decreased expression of anti-apoptotic bcl-2 and increased expression 
of pro-apoptotic bax. The expressions of tumor suppressor genes of p53 and p21 were also increased. These 
results suggest that fermented soy milk by B. subtilis exhibited higher antiproliferative activities compared 
with non-fermented soy milk.
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서   론

두유는 콩에서 콩물을 추출하여 부드럽게 마실 수 있도록 

가공한 음료로 영양학적으로 우수하며 우유와 함께 사람들

에게 널리 이용되어 왔다. 두유의 주원료인 대두에는 양질의 

단백질과 다양한 생리활성 물질들이 많이 함유되어 있으며, 

특히 isoflavone은 genistein, daidzein, glycitein 및 이들의 

배당체와 여러 유도체들로 구성되며, 여성호르몬인 estro-

gen과 유사한 구조와 활성을 가진다(1). Isoflavone은 심혈

관계 질환 및 전립선암과 유방암을 예방하며, 폐경기 여성의 

뼈 손실을 감소시킬 뿐만 아니라 폐경기 증후군을 완화해주

는 역할 등을 한다(2). 근래에는 두유를 이용한 다양한 연구

와 식품 개발이 이루어지고 있으며, 발효두유에 관한 선행연

구로는 두유에 Lactobacillus acidophilus와 Lab. bulgaricus

를 각각 접종한 것(3)과 유산균과 효모 혼합 균주를 접종한 

것(4)이 있다. 또한 우유와 두유를 섞어 유산균을 접종한 것

(5) 등에 대한 연구가 이루어져 있다. 하지만 그동안 Bacillus 

균주를 이용한 발효두유에 관한 연구는 거의 없었다.

청국장은 우리나라의 전통 콩 발효식품으로 삶은 콩을 볏

짚으로 싸서 2～3일 정도 발효시킨 것이다. 건조한 볏짚이나 

콩의 종피에 많이 서식하고 있는 Bacillus속 세균들이 청국

장의 발효에 관여하면서 독특한 풍미와 점질물을 형성하며 

각종 효소와 기능성 물질을 생산하게 된다(6). 또한 콩에서 

유래된 생리활성 물질인 isoflavone, saponin, trypsin in-

hibitor, phytic acid 등은 혈전 용해능(7), 고혈압 예방(8), 

항산화능(9), 항돌연변이(10) 및 항암활성(11) 등의 기능을 

나타낸다고 알려져 있다.

청국장의 건강기능성이 널리 알려지면서 청국장을 먹는 

방법이 다양화되었으며, 최근에는 특히 가루를 내어 우유나 

두유에 타서 많이 섭취하고 있다. 이것을 바탕으로 청국장을 

간편하게 섭취할 수 있게 하기 위해 청국장에서 분리한 

Bacillus  균주를 두유에 접종하여 청국장의 기능을 살리면

서 발효한 두유를 제조하기로 하였다. 따라서 선행연구에서 

청국장의 품질이 우수하다고 인정받은 전북 순창군의 고추

장민속마을에서 여섯 종류(K-, M-, Mn-, O-, Os-, H-청국

장)의 청국장 제품을 구입하였고, 이들의 관능 및 이화학적 

특성 및 항암 기능성을 검토하였다(11,12). 그 중 가장 기능

성이 우수했던 K-청국장 제품을 선택하여 대표적인 균을 

분리하였고, 그 균은 Bacillus subtilis로 동정되었다(13).

본 연구에서는 선행연구에서 선택된 K-청국장에서 분리
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한 B. subtilis를 접종하여 만든 발효두유로 AGS 인체 위암

세포에 대한 항암 기능성을 알아보았다.

재료 및 방법

발효유의 제조

실험에 사용된 두유는 (주)동화식품(경남 양산시 산막동)

에서 구입한 것으로 국산 콩으로 제조되었고, 첨가물이 들어

가지 않은 순대두유이다. 구입한 두유는 autoclave에서 

120
oC로 15분간 가열처리하여 멸균한 후 식혀서 실험에 사

용하였다. 두유에 접종할 B. subtilis는 nutrient broth 배지

에서 37oC, 24시간 배양하였다. 멸균된 두유에는 균주가 발

효에 이용할 glucose를 두유 양의 1%(v/w) 첨가하고, 배양

된 균의 수가 107～108/g이 되도록 접종한 후 37oC에서 pH 

5.5가 될 때까지 발효하였다(14).

추출물의 제조

발효가 끝난 두유는 deep freezer(-80oC)에서 24시간 보관 

후 동결건조 하였다. 이것을 마쇄하여 시료에 20배(v/v)의 

메탄올을 첨가하고 24시간 교반을 3회 반복한 후 여과하였다. 

여과물을 회전식 진공농축기(EYELA, Tokyo Rikakikai Co., 

Japan)로 농축해 메탄올 추출물을 얻고 dimethyl sulf-

oxide(DMSO)에 희석하여 실험에 사용하였다.

암세포 배양

AGS 인체 위암세포(AGS human gasrtic adenocarcinoma 

cell)는 한국세포주은행(서울의대)으로부터 분양받아 배양

하면서 실험에 사용하였다. 암세포는 100 units/mL의 

penicillin-streptomycin(GIBCO, USA)과 10%의 fetal 

bovine serum(FBS)이 함유된 RPMI 1640배지를 사용하여 

37oC, 5% CO2 incubator(model 311, Forma, USA)에서 배양

하였다. 배양된 각각의 암세포는 일주일에 2～3회 refeeding

하고, 6～7일 만에 PBS로 세척한 후 0.05% trypsin-0.02% 

EDTA로 부착된 세포를 분리해 원심분리 하였다. 그 후 집

적된 암세포에 배지를 넣고 피펫으로 암세포가 골고루 분산

되도록 잘 혼합하여 75 mL cell culture flask에서 계대 배양

하면서 실험에 사용하였다.

3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl )-2,5-diphenyl tet ra-

zolium bromide(MTT) assay

배양된 암세포는 96 well plate에 1×104 cells/well이 되게 

180 μL씩 분주하고 시료를 적정 농도로 희석한 후 20 μL 

첨가하여 37oC, 5% CO2 incubator에서 72시간 배양하였다. 

여기에 인산생리식염수(PBS)에 5 mg/mL의 농도로 제조한 

MTT 용액 20 μL를 첨가하여 동 배양조건에서 4시간 더 

배양하였다. 그 후 상등액을 제거하고 DMSO 150 μL를 각 

well에 가하여 30분간 교반한 뒤 ELISA reader로 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다(15).

4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) staining을 통한 

apoptosis 의 관찰

발효유 시료의 처리에 의한 암세포의 apoptosis 유발 여부

를 확인하기 위해서 핵의 형태변화를 관찰하고자 시료가 처

리된 세포들을 PBS로 수세하고 3.7% paraformaldehyde 

(Sigma, USA)로 상온에서 10분간 고정시킨 후 형광 염색물

질인 4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI, Sigma, USA)용

액을 이용하여 10분간 염색하였다. 염색된 세포를 다시 PBS

로 2회 수세한 후 광학현미경(Olympus BX50, Japan)을 이

용하여 핵의 형태 변화를 시료를 처리하지 않은 정상군과 

비교하였다(16).

Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) 분석

시료를 처리하여 동일한 조건에서 준비된 암세포를 

Trizol reagent를 이용해 total RNA를 분리하였다. 분리된 

RNA를 정량한 후, oligo dT primer와 AMV reverse 

transcriptase를 이용하여 2 ㎍의 RNA에서 ss cDNA를 합성

하였다. 이 cDNA를 template로 사용하여 bcl-2, bax, p53, 

p21 유전자를 polymerase chain reaction(PCR) 방법으로 증

폭하였다. 이때 housekeeping 유전자인 glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase(GAPDH) 유전자를 internal 

control로 사용하였다. 각 PCR 산물들은 1% agarose gel을 

이용하여 전기영동하고 ethidium bromide(EtBr, Sigma, 

USA)를 이용하여 염색한 후 UV 하에서 발현 정도를 확인하

였다. PCR에 사용한 primer의 염기서열은 아래와 같다. bax 

(sense) 5'-ATG-GAC-GGG-TCC-GGG-GAG-3' and 

(antisense) 5'-TGG-AAG-AAG-ATG-GGC-TGA-3'; 

bcl-2 (sense) 5'-CAG-CTG-CAC-CTG-ACG-3' and 

(antisense) 5'-GCT-GGG-TAG-GTG-CAT-3'; p53 

(sense) 5'-GCT-CTG-ACT-GTA-CCA-CCA-TCC-3' 

and (antisense) 5'-CTC-TCG-GAA-CAT-CTC-GAA- 

GCG-3'; p21 (sense) 5'-CTC-AGA-GGA-GGC-GCC- 

ATG-3' and (antisense) 5'-GGG-CGG-ATT-AGG- 

GCT-TCC-3'; GAPDH (sense) 5'-CGG-AGT-CAA- 

CGG-ATT-TGG-TCG-TAT-3' and (antisense) 5'- 

AGC-CTT-CTC-CAT-GGT-GGT-GAA-GAC-3'.

통계분석

대조군과 각 시료에서 얻은 실험 자료로부터 ANOVA를 

구한 후 Duncan's multiple range test를 이용하여 통계분석 

하였다.

결과 및 고찰

발효유의 암세포 성장 저해 효과

AGS 인체 위암세포를 이용하여 발효하지 않은 두유

(Non-F-SM) 및 발효두유(B. subtilis-F-SM) 시료를 처리
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Control

 

Non-F-SM

 

B. subtilis-F-SM

Fig. 1. Appearance of apoptotic body in AGS human gastric adenocarcinoma cells treated with fermented soy milk (2 mg/mL) 
after 48 hours. Non-F-SM: Non-fermented soy milk, B. subtilis-F-SM: Fermented soy milk by B. subtilis.  

Table 1. Inhibitory effect of methanol extracts from fer-
mented soy milk on the growth of AGS human gastric ad-
enocarcinoma cells in 3-(4,5-dimetylthiazol)-2,5-diphenyl 
tetrazolium (MTT) assay

Treatment
OD540 (Level of sample, mg/mL)

1 2

Control 0.514±0.0141)a2) 0.586±0.016a

Non-F-SM
B. subtilis-F-SM

0.348±0.003b (33)3)

0.301±0.010c (41)
0.184±0.007b (68)
0.103±0.002c (82)

Non-F-SM: Non-fermented soy milk, B. subtilis-F-SM: 
Fermented soy milk by B. subtilis.
1)
Values are mean±SD.

2)
Means with the different letters in the same column are sig-
nificantly different (p<0.05) by Duncan's multiple range test.

3)
The values in parentheses are the inhibition rates.

한 암세포의 성장 저해 효과를 알아보았다(Table 1). 1 mg/mL

의 농도에서 Non-F-SM과 B. subtilis-F-SM은 각각 33%, 

41%의 암세포 성장 저해율을 나타내었고, 2 mg/mL의 농도

에서는 각각 68%, 82%의 효과가 나타났다. 따라서 두유는 

암세포 성장 저해 효과가 있었으며, 발효했을 때 그 효과가 

더욱 증진되었다. Yoon 등(17)은 유산균과 효모 혼합 스타터

를 이용하여 제조한 발효유로 인체 후두암세포의 항종양 효

과를 측정한 결과, 86.6%의 증식 억제율을 나타내었다고 보

고했다. 이러한 결과는 본 연구와 비슷한 경향을 보인다.

Apoptosis 유도 효과

암세포 성장 저해 효과 실험 결과를 통하여 발효두유가 

발효를 하지 않은 두유보다 효과가 더 높다는 것을 알 수 

있었다. 이러한 발효두유의 암세포 성장 저해 효과가 세포사

멸의 한 형태인 apoptosis와 연관이 있는지를 알아보기 위해 

DAPI 용액으로 세포핵의 형태를 관찰하였다. Apoptosis는 

암세포의 성장 억제 기전으로 중요하게 연구되고 있는 분야

로, DNA fragmentation, chromatin condensation, cell 

shrinkage, plasma membrane blebbing과 같은 세포의 형태

학적 및 생화학적 변화로 인해 apoptotic body를 생성하는 

특성을 갖는다(18,19).

정상 배지에서 자란 AGS 인체 위암 세포(Control)는 핵의 

형태가 모두 정상적이었으나, 시료를 처리한 세포에서는 

apoptotic body가 나타나는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 1). 

또한 B. subtilis-F-SM을 처리한 배지에서 자란 AGS 세포

에서는 Non-F-SM을 처리한 세포에서보다 apoptotic body

의 생성이 증가된 것을 관찰할 수 있었다. 따라서 두유와 

발효두유의 암세포 성장 억제 효과는 apoptosis 유도에 의한 

것으로 사료된다.

bcl-2, bax, p53 및 p21의 발현에 미치는 발효두유의 

영향

발효두유를 처리한 암세포의 apoptosis 유발이 bcl-2 

family의 발현 및 종양 억제 유전자인 p53과 p21이 연관이 

있는지를 알아보기 위하여 bcl-2와 bax, p53과 p21 유전자의 

발현을 조사하였다. Fig. 2(A)에서 나타난 바와 같이 apop-

tosis 억제와 관련이 있는 bcl-2의 발현은 Non-F-SM과 B. 

subtilis-F-SM을 처리한 암세포에서 시료를 처리하지 않은 

Control군에 비하여 감소하였고, B. subtilis-F-SM의 감소 

정도가 Non-F-SM에서 보다 뚜렷한 것을 볼 수 있었다. 한

편 apoptosis 유발과 관련이 있는 bax는 시료를 처리한 암세

포에서 Control군에 비하여 그 발현이 증가하였으며, Non- 

F-SM의 발현은 B. subtilis-F-SM의 발현 정도보다 적게 

증가하였다. Apoptosis와 관련되는 유전자 중에서 가장 널

리 알려진 것이 bcl-2 family이다. bcl-2 유전자가 과발현되

면 여러 가지 조건에서 apoptosis를 억제하고 세포의 생존율

을 증가시킨다. 반면 bax는 bcl-2와 heterodimer를 형성하면

서 bcl-2의 기능을 억제하여 apoptosis를 유발한다(20).

종양 억제 유전자인 p53과 p21의 발현에 미치는 영향에서

는 Fig. 2(B)에서 보는 것과 같이 시료를 처리한 암세포는 

Control 군에 비해 p53과 p21의 발현이 모두 증가되었다. 그

리고 B. subtilis-F-SM을 처리한 암세포가 Non-F-SM을 

처리한 암세포에 비해 이들 유전자의 발현이 더 증가된 것을 

볼 수 있었다. p53은 종양 억제 유전자로 cell cycle arrest와 

apoptosis에 관여하며 정상세포와 종양세포의 증식을 조절

하고 DNA 복구를 유도한다. 또한 apoptosis를 일으켜 손상

된 DNA가 복제되지 않도록 하여 손상된 세포의 성장을 G1

기에서 정지시켜 S기로 진행하는 것을 억제한다(21). p21은 

p53에 의한 세포 성장 조절 과정 중의 중요한 하위 매개체로 
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(A)                                       (B)

  Control     Non-F-SM  B. subtilis-F-SM  Control    Non-F-SM B. subtilis-F-SM

bcl-2   

bax    

GAPDH

p53

p21

GAPDH

Fig. 2. Inhibition of bcl-2 and induction of bax, p53, and p21 by methanol extracts from fermented soy milk treatment 2 
mg/mL in AGS human gastric adenocarcinoma cells. Non-F-SM: Non-fermented soy milk, B. subtilis-F-SM: Fermented soy milk 
by B. subtilis.

세포 주기의 G1기에서 S기로 변화하는 과정에 작용한다(22).

발효두유 처리에 의한 bcl-2 유전자의 발현 감소와 bax 

유전자의 발현 증가는 apoptosis 유발과 관련성이 있는 것으

로 보이며, 이것은 발효두유가 이들 유전자의 발현을 조절하

여 apoptosis를 일으켜 암세포 증식을 억제하는 것으로 생각

된다. 또한 p53, p21 유전자의 발현에도 영향을 끼쳐 암세포

의 증식을 억제해 항암효과가 나타나는 것으로 보인다.

El-Gawad 등(23)은 Bifidobacteria  배양액을 이용하여 

Ehrlich 복수암 세포에 대한 항종양효과를 측정해보았는데 

배양 상등액이 침전물보다 종양 증식 억제 효과가 뛰어났다. 

또한 이 Bifidobacteria를 이용하여 만든 두유요구르트와 그

냥 두유로 종양 증식 억제 효과를 측정해 본 결과 두유요구

르트는 98%의 높은 억제효과를 보인 반면, 그냥 두유는 6%

의 효과를 나타내었다. 이 결과는 균이 생성해낸 발효산물이 

중요한 역할을 한 것으로 보이며, 본 연구의 결과에서도 발

효두유의 암세포 증식 저해 효과가 더 높은 것은 Bacillus가 

생성한 발효산물에 의한 것이라고 사료된다. Park 등(24)은 

젓갈에서 분리, 동정된 B. subtilis SW-1 배양 상등액으로 

인체 폐암세포 A549의 사멸율을 관찰한 결과 농도 의존적으

로 세포 생육을 억제한다고 보고하였다. 그리고 chromoso-

mal DNA 단편화 실험에서 이 균주의 배양 상등액을 암세포

에 처리했을 때 apoptosis가 일어난다고 보고하였다. 이러한 

결과에서 볼 때, B. subtilis의 발효산물도 항암효과를 가지

는 것으로 사료되며, 발효두유의 암세포 증식 저해 효과가 

크게 나타난 것은 발효에 참여한 균주와 발효산물의 영향이

라고 생각된다. 또한 유산균을 사용한 일반요구르트와 

Bifidobacteria를 이용한 요구르트의 항종양효과도 측정하

였는데, Bifidobacteria 요구르트의 효과가 더 큰 것으로 나

타났다. 이 결과를 볼 때 Bifidobacteria의 발효물이 암세포 

증식 억제 효과가 높을 것으로 생각되므로 B. subtilis, 

Bifidobacteria 그리고 유산균 등의 혼합균주를 이용하여 만

든 발효유의 연구가 앞으로 더 필요하다고 하겠다.

요   약

Bacillus subtilis로 발효한 두유의 암세포 증식 저해 효과

를 알아보기 위하여 AGS 인체 위암 세포를 이용하여 실험

을 수행하였다. 두유와 발효두유 모두 암세포 성장 저해 효

과가 나타났으며, 발효두유에서 그 효과가 더욱 증진되었다. 

이러한 결과는 apoptosis에 의해 암세포 증식이 저해된 것으

로 사료되며 DAPI staining을 통해 뚜렷한 apoptotic body를 

관찰할 수 있었다. 발효두유를 처리한 암세포에서 apoptosis

를 유발하는 인자인 bcl-2의 발현은 감소하고, 억제하는 인

자인 bax의 발현은 발효하지 않은 두유보다 상대적으로 증

가하였다. 또한 종양억제 유전자인 p53과 p21의 발현 역시 

발효하지 않은 두유보다 발효두유에서 더 증가되었다. 따라

서 발효두유의 항암 효과는 이들 유전자의 발현을 조절하여 

유도된 apoptosis에 의한 것으로 보이며, 발효두유와 발효하

지 않은 두유의 항암효과의 차이는 발효 균주와 발효과정 

중 생성된 여러 가지 발효산물들이 암세포 성장 억제에 영향

을 끼친 것으로 생각된다.
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