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김치로부터 담즙산 분해능이 우수한

Lactobacillus plantarum CIB 001의 분리 및 동정
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Isolation and Identification of Lactobacillus plantarum CIB 001 with Bile Salt Deconjugation Activity

from Kimchi. Cha, Sang Do1, Tae Woon Kim2, and Dong Hee Lee1*. 1Biomaterials Research Center, Cellin-
bio, Suwon 443-734, Korea, 2Institute of Life Science & Resources and Graduate School of Biotechnology, Kyung
Hee University, Yongin 446-701, Korea − This study was carried out to isolate and characterize the Lactobacil-

lus plantarum with bile salt deconjugation activity that was isolated from Kimchi. Some isolates were selected

and identified as L. plantarum by 16S rRNA gene sequence and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE) analysis of whole cell protein patterns. They were assayed to determine their

capacities to express bile salt hydrolase (BSH) activity. Among the identified strains, L. plantarum CIB 001

showed the highest level of BSH activity. Then, resistance to gastric acidity and bile condition were analyzed

for further characterization. This strain was able to maintain viability for 1h at pH 2.0 and to survive in a MRS

(deMan, Rogosa, and Sharpe) broth with 1.0% of bile acids. L. plantarum CIB 001 would potentially be useful

in the food industry as probiotics. 
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유산균은 다양한 식품에 첨가되어 섭취함으로써 건강기능

성 식품으로 활용되고 있는 유익균으로 장내 세균수의 안정

화[18], 피부염의 개선[30], 혈중 콜레스테롤의 저하[1, 2, 9,

10, 12, 20, 22, 27, 29], 충치균의 감소[3, 4, 5], 박테리오

신 생성[17], 장내 병원균 성장 저해[21] 효과가 알려져 있

다. 유산균은 300~400여 종류가 알려져 있으며, 유제품 발

효의 starter로 이용될 뿐만 아니라 오래전부터 김치, 치즈,

육류, 과일 및 곡류를 포함한 다양한 발효식품의 제조에 관

여하여 왔다. 유산균 발효식품을 섭취 할 경우 발효과정 중

생성된 대사산물의 복합적인 작용으로 인해 인체에 해로운

병원성세균, 식품부패균의 증식을 억제하여 장을 튼튼하게

향상시키며 장의 연동운동 증가, 면역기능 증강 효과를 나

타낸다[22, 25]. 하지만 유산균이 사람의 장에 도달하여 생

균제(probiotics)로써 효과를 나타내기 위해서는 위에서 분비

되는 pH 3 이하의 위액과 췌장에서 분비되는 담즙산이 존

재하는 인체 소화기관의 열악한 환경을 극복해야 한다. 이

러한 미생물의 생존 저해환경에서 내성을 갖는 유산균을 분

리하고자 많은 연구자들이 내산성과 내담즙성에 대한 연구

를 지속적으로 수행해 왔으며, 이들 중 장내 상피세포 부착

능이 우수한 균주를 선별하여 생균제에 사용함으로써 높은

효율을 얻고자 하였다.

최근에는 유산균 연구가 활발해지면서 유산균의 특수기능

인 담즙산 탈포합활성을 갖는 미생물을 분리하여 혈중 콜레

스테롤을 저하시킬 수 있는 기능성식품으로 응용하려는 시

도가 증가하고 있다. 담즙산은 소장에서 taurine 또는 glycine

과 결합되어 포합담즙산(conjugated bile acid)으로 존재하는

데 지질 용해도가 높아 소장에서 콜레스테롤의 흡수를 용이

하게 한다. 그러나 유산균의 담즙산 분해효소에 의해 담즙

산의 탈포합이 진행되면 담즙산은 유실되고, 새로운 담즙산

을 합성하기 위한 전구물질로 콜레스테롤을 소모시켜 혈중

콜레스테롤을 낮추게 된다[13, 23, 28]. 이와 같이 담즙산 탈

포합활성을 갖는 균주로는 bacteroides, bifidobacteria,

fusobacteria, clostridia, peptostreptococci, lactobacilli, en-

terococci 그리고 streptococci가 알려져 있으며[8, 11, 19],

이들 균 중 Lactobacillus의 경우 생균제로 많이 쓰이고

Lactobacillus plantarum의 담즙산 탈포합활성은 이미 여러

선행연구가 이루어져 잘 알려져 있다[6, 7, 14]. 

따라서 본 연구에서는 GRAS(Generally Recognized As

Safe)로 오래전부터 식용되어온 한국의 대표적인 전통 발효

식품인 김치에서 담즙산 탈포합활성이 증명된 L. plantarum

을 분리하여 이들 중 활성이 우수한 균주를 선발 및 동정

하고 특성을 조사하여 향후 산업적인 이용에 적용하고자 하

였다.

유산균을 분리하기 위하여 한국의 전통 방식으로 제조된

무김치 국물을 수거하여 멸균수로 105~107까지 희석한 뒤,

MRS 평판배지(Difco, Becton Dickinson and Co., Sparks,
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MD., USA)에 도말하여 37oC에서 혐기적으로 배양하였다.

24시간이 경과한 후 형성된 유백색의 단일 콜로니를 분리하

여 획선 도말하고, 이를 MRS 배지에서 수 회 계대배양하여

순수하게 얻어진 균주를 선발하였다. L. plantarum의 선발에

는 Kim 등[16]이 사용한 방법에 따라 무김치에서 분리한 균

주와 표준균주를 20 mL의 MRS 배지에서 37oC에서 16시

간 동안 배양한 후, 12,000×g, 4oC에서 3분간 원심분리를 수

행하였다. 멸균 증류수로 세척한 후, 원심분리를 수행하고

pellet을 50 mM Tris-HCl(pH 8.0) 50 µL에 부유시켰다.

50mg의 glass bead(Sigma, St, Louis, MO, USA)를 첨가한

후 5분간 교반하고, 동량의 sample buffer [2×SDS sample

buffer; 5% 1M Tris-HCl(pH 6.8), 20% glycerol, 4%

SDS, 4% 2-mercaptoethanol, 0.3% bromophenol blue,

66.7% H2O]를 넣고 단백질 변성을 위해 95oC에서 5분간 가

열하였다. 원심분리 후 상층액을 취하여 12% SDS-PAGE

gel을 2시간동안 0.05% Coomassie brilliant blue R-250

(Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA)에서 염색하였고,

10% acetic acid와 30% methanol solution의 혼합용액으로

30분간 탈염색을 수행한 후 비교분석을 실시하였다(Fig. 1).

이들 중 생물자원센터의 분양균주인 L. plantarum KCTC

3104와 whole cell protein pattern이 유사한 균주를 선별하

였다. 16S rDNA 염기서열 분석을 위해 27F(5'-AGA GTT

TGA TCM TGG CTC AG-3')와 1492R(5'-TAC CTT GTT

ACG ACT-3') 16S universal primer를 이용하여 증폭된

PCR 산물을 3730XL DNA analyzer(Applied Biosystems,

Renton, WA., USA)를 사용하여 염기서열을 결정하였고, 이

염기서열을 GenBank database와 비교하여 유사성을 분석한

결과 분리균주는 L. plantarum으로 동정되었다(Fig. 2). 분리

된 L. plantarum 균주들은 그람 양성 간균으로 호기적 조건

에서도 생육이 가능하였고 각각 L. plantarum CIB 001, L.

plantarum CIB 002 등으로 명명되었다. 그러나, 최근 L.

plantarum group 이라 불리는 L. plantarum, L. pentosus,

L. paraplantarum이 김치에서 분리 및 검출된 바 있고, 99%

이상의 높은 16S rDNA 염기서열 상동성을 지니고 있어 이

에 대한 더욱 깊고 체계적인 연구가 필요할 것으로 보인다

[26].

이들 분리균들 중에서 담즙산 분해능인 BSH활성이 우수

한 균주를 분리하기 위해 Dashkevics[7] 등의 방법을 변형

하여 시험하였다. 포합담즙산으로 sodium taurodeoxycholic

acid(TDCA; Sigma, St, Louis, MO, USA)를 시험에 사용

하여 0.5%의 농도로 TDCA가 함유된 MRS 액체배지를 제

조한 후, 24 well plate에 5mL씩 분주하고 CIB 001, CIB

002와 대조군들을 105 CFU/mL 수준의 농도가 되도록 접종

하였다. 37oC 진탕배양기에서 16시간 동안 배양한 배양액

1mL를 취하여 동량의 ethyl acetate를 처리 후 free bile

acids가 함유된 organic phase와 반응하지 않은 TDCA가 용

해되어 있는 aqueous phase로 분획하였다. Organic phase를

분리하여 동결건조 후 얻어진 시료를 500 µL의 ethyl

acetate에 용해시켜 silica gel plates(Merck, Darmstadt,

Germany)위에 각각의 시료 5 µL를 로딩한 후 전개시켜 thin

layer chromatography(TLC)를 수행하였다(Fig. 3A). Silica

gel plate에서 이동속도의 차이로 분리되어진 deoxycholic

acid(DCA)영역을 Image J(Version 1.42, National institute

of health, USA)프로그램을 사용하여 농도를 분석한 결과

(Fig. 3B), CIB 001의 경우가 가장 높은 수치를 나타내었다.

Kim 등[14]은 L. rhamnosus와 L. plantarum의 콜레스테롤

저하 효과 연구에서 taurocholate을 탈포합하여 생성된 cholic

acid의 양을 조사하였는데, 24시간 배양동안 L. rhamnosus

가 7%정도 증가하였고, L. plantarum이 10%정도 증가하였

다고 보고하였다. 이러한 결과는 유산균에 의해 포합된 담

즙산이 탈포합되면서 배지 내에 cholic acid가 해리된 결과

이다. 이들의 결과와 비교해 볼 때 측정방법의 차이는 있으

나 배지내에 해리된 CIB 001의 DCA영역 측정값이 70,595

로 CIB 002 균주의 측정값인 13,175 보다 약 5배 이상 높

았고 대조군인 KCTC 3104의 측정값 5,965보다 약 11배 이

상, KCTC 3108의 측정값 23,630보다 약 3배 이상 높은 수

치를 나타내었다. 따라서 CIB 001은 포합된 담즙산인

TDCA를 탈포합시키는 활성이 대조균주보다 우수한 것으

로 관찰되었고, 선발균주로 L. plantarum CIB 001를 선택

하였다.

L. plantarum CIB 001의 산성조건에서의 내성을 분석하

기 위해 pH 7.0, pH 3.0, pH 2.0의 0.1 M 인산완충용액에

유산균 배양액을 초기 균수가 108 CFU/mL가 되도록 접종

Fig. 1. SDS-PAGE patterns of whole cell proteins of reference

strains tested. Indicated as follows: M, protein molecular weight

marker (kDa); 1, L. plantarum KCCM 11322; 2, L. plantarum

KCTC 3104; 3, CIB 001.
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하여 1시간동안 37oC에서 반응시킨 후 생균수를 측정하여

생존율[(반응 후 CFU/mL ÷ 접종시 CFU/mL)×100]을 측정

하였고, 대조군으로는 L. plantarum KCTC 3104와 L.

acidophilus KCTC 3164균주를 사용하였다. CIB 001 균주

는 pH 3.0에서 79%, pH 2.0에서는 30% 생존율을 보여 동

종인 L. plantarum KCTC 3104와 비교하여 우수한 내산성

을 나타내었으며 L. acidophilus KCTC 3164와는 유사한 내

산성을 나타내었다(Table 1). Kim 등[15]은 콜레스테롤 저하

유산균의 연구에서 내산성을 조사하였는데 L. rhamnosus, L.

casei의 경우, pepsin이 1000 unit/mL 첨가된 MRS 액체 배

지에서 초기 균수가 108 CFU/mL가 되도록 접종하여 pH

2.0의 산성 조건으로 37oC에서 1시간 반응하여 102 CFU/mL

이상의 균주 생존을 관찰하였고, pH 3.0에서 처리한 경우 약

106 CFU/mL 이상의 생존율을 관찰하였다고 보고하였다. 이

들의 결과와 비교해 볼 때 내산성 측정 배지의 조성물이 약

간 차이는 있으나 CIB 001의 경우 pH 2.0와 pH 3.0에서

107 CFU/mL 이상의 균주 생존을 보임으로서 내산성이 우

수한 것으로 관찰되었다.

또한, 담즙산에 대한 내성을 분석하기 위하여 0.5%와 1.0%

의 ox-bile(Fluka Biochemika, Sigma-Aldrich, Buchs,

Switzerland)이 포함된 MRS 액체배지에 초기 균수가 107

CFU/mL가 되도록 접종하여 내산성 실험과 동일한 배양조

Fig. 2. A cladogram inferred from 16S rRNA gene sequence of the isolate CIB 001. Phylogenetic relationships tree of the 16S rRNA

gene sequences were referenced Lactobacillus species. Trees were rooted using sequences from the outgroup. aAccession number in Gen-

Bank.

Fig. 3. Thin-layer chromatogram (A) and integrated density

(B) of ethyl acetate-extracted 0.5% TDCA MRS broth. Indi-

cated as follows: TDCA, Taurodeoxycholic acid; 1, CIB 001; 2,

CIB 002; 3, L. plantarum KCTC 3104; 4, L. plantarum KCTC

3108. B, pooled results showing the mean change of Integ. R Max.

Bars indicate mean ± S.E.; **p<0.01; ***p<0.001 (compared with

CIB 001).
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건으로 실험하였다. L. plantarum CIB 001 균주는 0.5%의

담즙산 조건에서 86.6%의 생존율을 나타냈으며, 1% 담즙산

조건에서도 63.3%의 생존율을 보여 담즙산에 내성이 있다

고 알려진 L. acidophilus보다 담즙산에 강한 내성을 나타내

었다(Table 1). 이들 결과를 고려해 볼 때 선발 균주는 산성

과 담즙이 존재하는 인공적 환경에서 높은 생존력을 나타내

어 생균제로 사용될 수 있는 가능성을 보였다. 현재 우수한

담즙산 탈포합능을 보인 L. plantarum CIB 001 균주의 고

콜레스테롤 동물모델실험의 적용을 계획하고 있으며 동물실

험을 통한 콜레스테롤 저하효과의 규명이 이루어진다면 향

후 유용한 기능성 소재로 활용이 가능할 것으로 기대된다.
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