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Abstract

The ability of probiotics to adhere to the intestinal epithelium likely plays an important role in their colonization of the

gastrointestinal tract. Here, we performed high-throughput screening (HTS) for suitable characteristics of potential probi-

otic bacteria using attachment and colonization ability through a C. elegans surrogate in vivo model. A total of 100 strains

of lactic acid bacteria (LAB) isolated from infant feces were subjected to the colonization assay using C. elegans intestine.

Based on colonization ability, we showed that nine isolates have a high attachment ability during whole experimental peri-

ods (up to 168 h), compared to Lactobacillus rhamnosus strain GG as a control. Also, through the use of an in vitro cell

attachment model, nine isolates revealed highly binding activity to the mucus layer. Next, the selected 9 isolates were

assayed for their survival ability when exposed to acidic and bile conditions as well as cholesterol reduction and the utiliza-

tion of prebiotic substrates. As a result, the isolated nine strains were determined to be highly resistant to acid and bile con-

ditions. In addition, they have significant activity for the reduction of cholesterol and utilization of several prebiotic

substrates as a carbon source. Finally, the selected nine strains were identified by either L. rhamnosus or L. plantarum (4

strains for L. rhamnosus and 5 strains for L. plantarum, respectively). Taken together, we propose that the direct coloniza-

tion of probiotics using C. elegans may be applicable to the rapid screening of valuable probiotic strains in vivo.
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서 론

1907년, 메치니코프에 의해 요거트(yogurt) 발효에 중요한

미생물이 인간의 건강증진에 중요한 역할을 한다는 보고

이후 프로바이오틱스(probiotics) 생균제의 개념이 점차 광

의의 의미로 인식되기 시작했고, 이후 현재까지 다양한 기

능성 식품에 사용되는 프로바이오틱 유산균의 선발에 대한

연구가 전 세계적으로 광범위하게 진행되고 있다. 프로바

이오틱스 균주는 숙주의 소화관 내 유익균과 유해균의 균

형을 조절함으로써 건강에 이로움을 주는 살아있는 고기능

성 미생물제제로, Lactobacillus, Bifidobacterium 등과 같은

유산균(Lactic Acid Bacteria; LAB)이 산업적으로 많이 사용

되고 있다(Kirjavainen et al., 2001; Salminen et al., 1998).

이중 유산균은 유제품을 생산하는 낙농산업에서 주로 사용

하는 미생물로, 장내 균총을 안정화하고, 병원균이나 부패

균의 증식을 억제하며, 혈중 콜레스테롤을 낮추고, 암을 예

방하며, 유당불내증을 감소시키는 등 다양한 생리활성물질
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의 생산력이 뛰어난 것으로 보고되고 있어 기능성 식품 및

건강보조제, 의약품, 동물용 생균제 및 사료에 이르기까지

사용 범위가 점차 확대되고 있는 실정이다(Fang et al., 2000;

Mitsuoka, 1990).

인간을 포함하는 동물의 장관에는 수많은 장내세균이 서

로 상호작용하며 살고 있으며, 이 균들이 장에 정착하기 위

해서는 무엇보다 장 상피표면에의 부착력이 필수적으로 요

구된다. 중요하게도 프로바이오틱스 균주는 점막층의 장벽

세포나 미세융모의 경계부근에 더 잘 흡착함으로써 유해미

생물들을 경쟁적으로 배제하고, 부착능력이 없는 세균에 비

해 연동운동에 의해 쉽게 제거되지 않으므로 장에 생존하

기가 더욱 유리하다. 장 점막의 상피세포에 군락(colony)을

형성한 프로바이오틱스 균주는 mucin생성을 촉진하거나 장

투과성을 감소시켜 병원성 미생물의 부착과 독성물질의 투

과를 억제함으로써 장내 상피세포의 손상을 막아 숙주의

방어 시스템을 강화하며(Saulnier et al., 2009), 특히 Lacto-

bacillus는 상피세포에 부착을 잘하고, 증식 중 생성된 억제

물질이 병원성균이 상피세포에 부착하는 것을 저해하여 장

벽역할을 한다고 보고되었다(Boris et al., 1997; Reid et al.,

1988). 또한, Lactobacillus acidophilus는 직접 콜레스테롤을

세포 표면에 흡착하여 분변을 통해 배출됨으로써 장내 콜

레스테롤 함량을 낮춰 준다고 보고된 바 있다(Gilliland et

al., 1985).

이러한 특성 중 프로바이오틱스 균주로서 우수한 기능을

나타내기 위한 선별조건으로는 섭취한 균이 사람의 소화기

관을 지나 장내에 점착을 하여야 함으로, 유산균이 프로바

이오틱 생균제로 사용되기 위해서는 사람 장관의 위산과

담즙산에 대한 안정성을 보유해야 한다(Saarela et al., 2000).

또한 유산균이 장 내에서 활동하기 위한 필수 조건으로서,

장내 부착능(attachment)과 우점능(colonization)이 중요시되

고 있다. 하지만 지금까지 유산균이 갖는 장내 우점능에 관

한 연구는 인체의 상피세포와 유사한 Caco-2 세포와 HT-

29세포배양을 이용한 생체외 in vitro 표면을 이용한 연구

에 관해 이루어져 왔으나 이러한 연구는 직접적으로 생체

환경을 대체할 수 없다는 한계점을 가지고 있으며 또한 장

기간 배양이 불가능하다는 단점을 가지고 있다(Coconnier

et al., 1992; Ouwehand et al., 2001). 반면, Mouse 같은 동

물모델을 사용하여 직접적으로 유산균의 장 우점화 능력을

측정하려고 하는 연구도 시도되고 있으나 최근 강화되고

있는 동물복지의 측면과 함께 소요 비용 및 인력을 감안하

였을 때 현재까지 동물모델을 활용한 in vivo 장 우점능 연

구는 미흡한 실정이다.

예쁜 꼬마선충(Caenorhabditis elegans)은 1960년대 Bren-

ner에 의한 신경생물학과 유전학에서의 첫 사용 이후로 다

양한 감염증과 면역학적 연구에서 in vivo 모델로서 널리

이용되고 있다(Brenner, 1974). 크기가 작아 실험실에서 유

지 배양하기 쉬울 뿐만 아니라 균에 대해 in vitro 효능 가

능성을 가진 어떤 화합물의 독성을 제공할 수 있는 이점이

있으며, 투명한 큐티클 구조를 가지기 때문에 실험실에서

일반적인 해부현미경을 이용한 장관 내부 변화과정의 직접

관찰이 가능하다(Riddle et al., 1997). 특히 단지 20개 정도

의 세포가 포유류의 장 상피와 유사하게 탈락되지 않고 재

생이 안되기 때문에(Irazoqui et al., 2010), 잠재적인 세포

증식과 조직 재생 없이 in vivo에서 선천성 방어 기작 연구

에 유용하다는 장점을 가지고 있다. 따라서 C. elegans는

다양한 식중독 유발 병원균의 감염에 따른 숙주의 반응을

위한 간편 장환경 동물모델로 각광받고 있다.

본 연구에서는 한국 영유아 분변으로부터 분리한 유산균

들의 장내 부착/우점능을 알아보기 위해 in vivo 상에서 C.

elegans를 이용한 방법을 통해 우점능력을 측정하였으며, 우

수한 우점능을 가지는 9개의 균주를 선발하였다. 그 후 in

vitro 상에서 mucin을 이용한 방법과 부착능을 비교분석한

후, 내산성 및 내담즙성을 확인하였고, 콜레스테롤 동화능

과 bacteriocin 생성여부, prebiotics 사용능력 등의 프로바이

오틱스 균주생리활성능을 검토하여 in vivo 우점능력과 프

로바이오틱스 균주 특성과의 상관관계를 조사하고자 하였다.

재료 및 방법

사용균주

본 실험에 사용된 유아로부터 선별된 균주를 제외한 L.

rhamnosus GG, L. acidophilus A4, L. acidophilus ATCC

4356, L. acidophilus ATCC 43121, L. acidophilus E4191,

그리고 L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797 균주는 전

북대학교에서 보관중인 균주를 사용하였다. 유산균주는 De

Man, Rogosa, Sharpe broth (MRS broth, Difco, USA)에 접

종하고 37oC에서 18시간, 2회 계대배양하여 배양액을 50%

glycerol과 혼합하여 -80oC에서 보관하며 사용하였다.

분변시료의 수집 및 처리

전북지역의 산후조리원에서 9개월 미만의 모유 수유아들

로부터 채취한 분변시료(5 g)를 멸균된 L-cystein희석액(8.5 g

NaCl, 0.5 g L-cystein, D.W. 1 L) 45 ml에 혼합한 후 연속

희석하고 MRS-BCP(bromocresol purple) 배지에 plating하

여 혐기상태에서 37oC, 48시간 동안 배양한 다음 노란색 집

락을 띄는 균주들을 선택하여 순수 분리하였다. 선발된 균

주는 Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 및 Ber-

gey's Manual of Determinative Bacteriology에 따라 그람염

색, catalase test, gas 형성 등을 조사하여 최종 100종의 유

산균을 분리하였다. 모든 균주는 cryoprotects로 50% glycerol

을 첨가한 후 -80oC에서 보관하였고, 실험 직전에 MRS

broth에 접종하여 2회 계대배양(ca. 1×109 CFU/mL)한 후

사용하였다.
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C. elegans 배양

본 실험에 사용한 C. elegans는 전북대학교에서 보관중인

CF512 fer-15(b26)II;fem-1(hc17)IV mutant stock을 사용하였

다(Kim and Mylonakis, 2012). 5배 농축한 E. coli OP50을

분주하고 건조시켜 (대략 500 mg이 되도록 균일하게 bacterial

lawn을 준비함)이 깔려있는 Nematode Growth Media(NGM)

plate에 C. elegans를 올린 후 15oC에서 약 4일간 배양하였

다. 개체의 밀도가 높은 plate를 M9 buffer를 이용하여 알

과 성충 등을 모아 3,500 rpm에서 1분간 원심분리 후 상등

액을 제거하였다. Sodium hypochlorite와 5 N NaOH 혼합액

을 가하여 약 3분간 흔들어주며 알과 성충을 분리하였고,

M9 buffer를 이용하여 3번 세척하였다. 이 과정을 통해 분

리한 알을 25oC에서 overnight 동안 rotation하여 부화시켜

L1 stage까지 성장시킨 후, 5배 농축한 E. coli OP50을 분주

한 NGM plate에 옮겨, 2일 후 L4 stage가 되도록 동조화

(age synchronized worm)시켰다(Powell and Ausubel, 2008).

C. elegans in vivo 장우점화 능력 평가

분리 균주의 in vivo 장우점화 능력을 평가하기 위하여 실

험동물은 동조화시킨 fer-15(b26)II;fem-1(hc17)IV C. elegans

를 각 균주당 10마리씩 사용하였다. 선발한 9종의 배양액

을 13,000 rpm으로 1분간 원심분리한 후 상등액을 제거하

고 균체를 M9 buffer에 5회 세척한 다음 5배로 농축하여

NGM agar plate에 분주하고 건조시킨 배지(대략 500 mg이

되도록 균일하게 bacterial lawn을 준비함)에 동조화된 L4

stage의 성충을 약 100마리 정도씩 옮기고 25oC에서 배양

하였다. 1, 5, 7일 후, Kanamycin과 Streptomycin이 첨가된

BHI agar plate에 분리 유산균주를 섭취한 성충을 10마리

씩 옮기고 Gentamycin 희석액(25 mg/ml)을 5 ul씩 떨어뜨린

후 5분 방치하여 C. elegans 표면에 존재하는 세균을 제거

하였다. M9 buffer에 옮겨 3회 세척하고 buffer를 최대한 제

거한 다음 1% triton X-100을 첨가하여 분쇄하였다. M9

buffer에 연속희석하여 6 N HCl을 사용하여 pH 5.0로 조정

한 MRS agar plate에 3반복으로 점적하고 37oC에서 24시

간 동안 배양한 다음 생균수를 측정하였다.

In vitro mucin 부착능 측정

장내 부착능 측정은 mucin protein과 96 well plate를 이

용하여 수행하였다(Azcarate-Peril et al., 2009). 96 well plate

(BD falcon, USA)의 well에 Mucin solution(10 mg/mL in

dH
2
O) 100 ml을 분주하고, 4oC에서 하룻밤 동안 반응시켜

mucin을 well 표면에 부착시켰다. 다음날 plate의 각 well을

0.85% NaCl로 2회 세척하였다. 여기에 MRS broth에서 37oC,

18시간 동안 2회 계대배양한 분리 균주를 13,000 rpm으로

2분간 원심분리하고 회수한 균체를 0.85% NaCl로 2회 세

척 및 현탁하여 연속희석을 실시하였고, 이를 100 ml(ca

1.0×107 CFU/ml 수준으로 균일하게 접종)씩 분주하고 37oC

에서 2시간 동안 반응시켰다. 반응하지 않은 균체를 제거

하기 위해 상등액을 제거한 후, 0.85% NaCl로 각 well을

5회 세척하였다. 각 well에 0.1% triton X-100을 분주하여

pipetting으로 mucin에 부착된 균체를 회수한 후 0.85% NaCl

에 십진 희석하여 MRS agar plate에 3반복으로 plating하고

37oC에서 24시간 배양 후 생균수를 측정하였다. 장 우점화

능력평가와 동일하게 L. rhamnosus GG를 positive control

로 사용하였다.

내산성 및 내담즙성 측정

내산성 및 내담즙성 측정은 기존의 확립된 방법으로 실

시하였다(Oh et al. 2000). 내산성 실험은 6 N HCl을 사용

하여 pH 2.5로 조정한 MRS broth에 250 unit/mg pepsin

(Sigma-Aldrich, USA)을 첨가한 배지를 0.45 µm filter로 제

균하여 사용하였다. MRS broth에서 37oC, 18시간 배양된

시험균과 positive control인 L. acidophilus A4를 접종(ca 1.0

×106 CFU/ml 수준으로 균일하게 접종)하여 37oC에서 3시

간 동안 배양한 후 0.85% NaCl에 연속희석하여 MRS agar

plate에 3반복으로 점적한 후 37oC에서 48시간 동안 배양

한 후 균수를 측정하였다. 한편 내담즙성 실험은 분리 균주

를 0.5% Bile(oxgall, Sigma-Aldrich, USA)이 첨가된 MRS

broth에 접종하여 37oC에서 24시간 동안 배양한 후 0.85%

NaCl에 십진 희석하여 MRS agar plate에 3반복으로 점적한

다음 37oC에서 48시간 동안 배양한 후 답즙산에 대한 내

성을 측정하였다. 내산성 및 내담즙성에 대한 생존율은 다

음과 같이 계산하였다.

생존율(%) =

[생존 균수(CFU/mL) /초기 균수(CFU/mL)] × 100

콜레스테롤 저해능력 측정

콜레스테롤의 동화 능력을 Rudel과 Morris(Rudel and Mo-

rris, 1973)의 방법에 따라 측정하였다. 0.2 g thioglycolic

acid와 0.3 g oxgall이 함유된 MRS-THIO broth에 100 mg

cholesterol(Sigma-Aldrich, USA)을 첨가한 후 선발된 9종의

분리 균주를 접종(ca 1.0×106 CFU/ml 수준으로 균일하게

접종)하고 37oC에서 20시간 배양하였다. 배양 후 원심분리

(13,000 rpm, 6 min)하고 회수한 상등액에 ethanol과 50%

KOH를 첨가한 후 10분간 60oC에서 heating한 다음 Hexane

을 첨가하여 vortex로 강하게 혼합하고 분리된 hexane층을

회수하여 질소가스 하에서 증발시켰다. 여기에 0.055 g의 o-

phthalaldehyde (Sigma-Aldrich, USA)를 100 ml Acetic acid

에 용해시킨 용액과 2 ml 진한황산을 가하여 10분간 방치

한 다음 550 nm에서 흡광도를 측정하여 균을 접종하지 않

은 standard의 농도와 비교하였다(Razin et al., 1980).
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콜레스테롤 저하능(%)=

(100 − [배양액 내 콜레스테롤 함량] / [접종하지 않은 배

지 내 콜레스테롤 함량]) × 100

Bacteriocin 활성 측정

기존에 확립된 방법을 이용하여 시험균의 배양 상등액을

paper disk에 가하여 생육 저해환을 관찰하는 paper disk

assay를 사용하여 항균활성을 측정하였다. 선발된 9종의 유

산균주를 MRS broth에 접종(ca 1.0×106 CFU/ml 수준으로

균일하게 접종)하고 37oC에서 18시간 동안 배양한 후 원심

분리(13,000 rpm, 2 min)하여 균체를 제거하고, 회수한 상등

액에 10 N NaOH를 첨가하여 pH를 중성으로 조정한 다음

filter(0.45 mm pore size)에 통과시켜 조박테리오신을 제조

하였다. 지시균주인 L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797

를 대상으로 조박테리오신이 점적된 6 mm 직경의 멸균

paper disk(Advantec, Japan)를 올리고 이를 37oC에서 24시

간 배양하여 지시균주에 대한 생육저해환을 관찰하였다.

Positive control로 L. acidophilus ATCC 4356 (Han et al.,

2002)를 사용하였다.

Prebiotics 사용능력

Prebiotic 기질 이용능력은 기존에 확립된 방법을 일부 변

형하여 실시하였다(Ann et al., 2007). Prebiotic 기질로는 po-

sitive control로 사용된 Glucose를 포함하여 Xylitol, D-

Tagatose, Inulin, Lactitol, Lactulose, Frutooligosaccharide

(FOS), Galactooligosaccharide(GOS) 등 총 8종을 사용하였

다. 분리균주에서 선발한 9종을 96-well plate를 이용하여

prebiotic minimum media(per liter of H
2
O; 5.0 g of pep-

tone, 2.5 g of sodium acetate, 0.5 ml of 1 M magnesium sul-

fate 7H
2
O, 0.5 ml of 1 M manganese sulfate 4H

2
O, 5.0 ml

of Tween 80, 1.0 g of diammonium citrate, 1.0 g of dipo-

tassium phosphate, and 20.0 g of each prebiotic substrates)

와 기질이 첨가되지 않은 배지에 6반복으로 접종(ca 1.0×106

CFU/ml 수준으로 균일하게 접종)한 다음 37oC에서 배양하

며 24시간 간격으로 600 nm에서 흡광도를 측정하였다.

유산균주의 동정

선발된 9종의 유산균주는 API 50 CHL carbohydrate test

kit (Biomerieux, France)를 이용한 당 발효성을 조사하여

ATB identification program (Biomerieux, France)에 입력한

결과를 바탕으로 동정한 후 16S rDNA sequencing(Kim et

al., 2000)을 통해 NCBI database (http://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi)에서 유사성 조사 후 최종동정을 실시하였다.

통계분석

모든 실험은 3반복을 실시하였으며 실험결과는 SPSS

software (SPSS; Statistical Package for the Social Sciences

Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 각 처리구간의 차이를

p<0.05 수준에서 t-test를 실시하였다.

결과 및 고찰

in vivo 장 부착능 측정

본 연구에서는 유아분변에서 분리한 100종의 유산균주를

직접적으로 in vivo 숙주인 C. elegans에 급여하여 장에 정착

되는 수준을 확인하였고 최종적으로 부착능이 우수한 9종

의 유산균주를 선발하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이, 초

기 attachment 시기인 1일째는 약 5 CFU/ml/worm로 모두

유사하게 부착하는 것으로 관찰되었으나 본격적으로 우점

화가 시작되는 5일째에는 대조군으로 사용된 L. rhamnosus

strain GG보다 9종의 균종이 모두 유의적으로 장 우점능이

높은 것으로 확인되었다(p<0.05). 특히, 33균주는 5.075±

0.073 CFU/ml/worm으로 가장 높게 우점되었고 44균주는

4.234±0.080 CFU/ml/worm으로 가장 적게 우점되는 것으로

관찰되었다. 흥미롭게도 7일째에는 6균주가 4.787±0.082

CFU/ml/worm로 높게 검출되었으며, 44가 3.920±0.151 CFU/

ml/worm로 가장 적게 측정되었다. 이러한 결과는 선발된

유산균주가 C. elegans의 상재균이 아닌 외부 도입균이지

만 장내환경에서 일정기간 장 점막에 정착하여 우점화를

통해 장내에서 오랫동안 증식할 수 있다는 것으로 판단된

다. 6, 90, 98균주들을 최종 실험일까지 높은 우점능력을

유지하였으나 이들을 제외한 나머지 균주들이 일자가 지날

수록 우점능이 감소하는 것을 보아 급여 초기에는 C. elegans

장 내에서 시험균주가 활발하게 부착하였지만, 이후 우점

화 능력이 감소하여 탈부착된 것으로 판단된다. 따라서 이

Fig. 1. Colonization of LAB strains in the fer-15;fem-1 nema-

tode intestine. After exposing to LAB cells for appreci-

ate periods, nematodes were washed five times with M9

medium and worms were placed in new sterile tubes

containing M9 medium with 1% Triton X-100 and were

mechanically disrupted by using a pestle. Colonization

was determined by plating on modified MRS (pH 5.0)

agar. Data are expressed as the mean±standard devia-

tion (SD) of three experiments.
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러한 직접적 in vivo 장 우점화능력 측정방법은 프로바이오

틱스 균주의 중요한 필요조건인 장 부착 및 우점화 능력

선발을 위한 방법으로 사용이 가능할 것으로 판단된다.

In vitro 부착능 측정

본 연구에서 사용된 in vivo C. elegans의 장 우점능력 결

과를 기존의 in vitro 장부착 실험 결과와 비교분석하기 위

하여 9개월 미만의 모유수유아의 분변에서 분리한 균주를

대상으로 mucin binding assay를 이용하여 mucin에 대한 결

합능을 측정하였다. 동일하게 positive control인 L. rhamno-

sus GG의 부착된 생균수를 기준으로 장내 부착능을 비교

하였다. Fig. 2에 나타난 바와 같이, L. rhamnosus GG와 유

의적으로 부착능의 차이는 관찰되었으나(p<0.05) 선발된 9

균주 모두 5.4 log CFU/mL 이상으로 상대적으로 우수한

결합능을 나타내었다. 이 결과는 기존의 Lactobacillus spp.

를 포함하는 다양한 유산균주가 높은 장내 부착능을 보였

다는 연구결과와 일치하나 (Matsumura et al., 1999), in vivo

우점능 결과와 비교하였을 때 대부분의 분리균주가 단시간

의 높은 부착능을 나타내는 것으로 관찰된 바 균주 간의

부착특이성으로 프로바이오틱스를 선발하기 어려우며 장기

간 장내에 존재하면 나타날 수 있는 우점화능력의 특성을

관찰할 수 없는 단점을 가진 것으로 판단된다. 따라서 이

러한 연구결과를 종합하였을 때 C. elegans를 이용한 고효

율 in vivo 장우점화능력 평가는 기존의 in vitro 결과와 구

별되게 직접적이고 신속하게 장 유사 환경에서 부착/우점

능이 우수한 유산균주를 선발할 수 있는 분석에 적용이 가

능할 것으로 판단된다.

내산성 및 내담즙산성 측정

다음으로 본 연구진은 C. elegans를 이용하여 선발된 장

우점능 우수 유산균주를 대상으로 이들의 다양한 프로바이

오틱스 활성을 검토하였다. 유산균이 생균제로서 효능을 발

휘하기 위해서는 먼저 소화관 내에서 생존하여 장 내까지

도달해야 하므로, 인체 내 위액과 같은 강산성과 십이지장

에서 분비되는 담즙산에 대한 pH안정성을 갖추어야 한다

(Oh et al., 2000). 따라서 선발된 9종의 유산균주를 대상으

로 pH를 2.5로 조정하고 pepsin을 첨가한 인공 위액 조건

에서 내산성을 검토하였으며, L. acidophilus A4를 positive

control으로 사용하였다. 그 결과, 선발한 9종의 균주 모두

산성조건에 노출되기 전의 균수와 비교하였을 때 생존율

97% 이상으로 측정되었으며 대부분의 균이 생존하는 것으

로 관찰된 바 내산성이 높은 것으로 확인되었다(Fig. 3A).

이 중 33번 균주가 생존율 104%로 가장 높은 내산성을 보

였으며, 46, 90, 44, 98순의 5종의 균주는 3시간이 지난 후

에도 사멸하지 않고 100% 이상 생존율을 보여 산에 대한

강한 내성을 나타내는 것으로 관찰되었다. 대부분의 미생

물이 pH 0.78-1.5의 실제 위액에서 사멸하지만 유산균과

함께 섭취한 음식물의 완충작용으로 인해 pH가 3.0 이상으

로 상승되며, 음식물이 위를 통과하는 시간은 약 2-4시간

인 것(Paik, 2004)을 고려한다면 시험균의 생존율은 더욱

높을 것으로 판단된다.

다음으로 위를 안전하게 통과한 미생물은 췌장과 십이지

장을 통과하며 이 때 분비되는 담즙산에 영향을 받는다. 담

즙산에 저항성을 가지는 생균제의 선별에 적합한 담즙의

농도는 약 0.3%로 보고되었다(Erkkilä and Petäjä, 2000). 본

연구에서는 이보다 높은 0.5% oxgall을 함유한 MRS broth

에 균을 접종하여 37oC에서 18시간 배양하고 생균수를 측

정하였다. 예상대로 담즙조건에 노출되기 전의 균수와 비

교하였을 때 생존율 99%를 나타낸 6번 균주를 제외한 8종

의 균주는 인공 담즙산에서 높은 성장율이 관찰되었다(Fig.

3B). 흥미롭게도 33번 균주는 내산성에서 생균수 7.63×106

CFU/ml를 나타내어 생존율 104% 이상을 유지하였으며,

0.5% oxgall의 인공담즙을 처리하였을 때는 생균수 7.558×

107 CFU/ml으로 생존율 103% 이상을 나타내 선발한 9균주

중 가장 높은 내산성과 내담즙성을 나타냈다. 최근 유아분

변에서 분리한 Lactobacillus 균주를 0.3% oxgall이 첨가된

배지에 5시간 동안 배양 후 약 57%의 생존율인 점과 비교

하였을 때(Lee et al., 2008), 본 연구에서의 분리균주 9종은

높은 내산성의 기능을 지니면서 동시에 담즙에 대한 저항

성도 나타내어 구강으로 섭취시 유효한 수의 균이 생존하

여 장으로 이동할 수 있는 가능성이 더 높을 것으로 사료된다.

Bacteriocin 활성 측정

유산균은 장내균총의 안정화와 새로 유입되는 병원성균

에 의한 감염 및 증식을 억제하기 위해 사용되기도 하며,

유해세균을 억제하는 방법으로는 박테리오신과 같은 항균

성 peptide를 생성하여 유해균 세포막의 음이온성 지질에

Fig. 2. Attachment of the LAB strains to the mucin surface in

96 well plates. The results are calculated as a logarithm

units of the L. rhamnosus GG as positive control strain.

Data are expressed as the mean±standard deviation

(SD) of three experiments.
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흡착해 구멍을 만들어 세포를 파괴하는 것으로 알려져 있

다(Reid and Burton, 2002). 본 실험에서는 박테리오신의

indicator 균주로 사용된 L. delbrueckii subsp. lactis ATCC

4797에 대한 유산균의 성장억제 능력을 paper disk assay에

의해 측정하였으며, positive control으로는 L. acidophilus

ATCC 4356 (Han et al., 2002) 균주를 이용하였다. 예상과

는 다르게 실험에 사용된 9종의 유산균 모두 대조구로 사

용된 L. acidophilus 4356 균주과 비교하였을 때 지시균으

로 사용된 L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797에 대한

억제능은 관찰되지 않았다(data not show). 따라서 C. elegans

장우점능을 바탕으로 선발된 유산균주는 박테리오신 생산

능과는 특이적인 상관관계를 관찰할 수 없었으며 향후 보

다 세부적인 항균효능과 장우점능과의 상관관계 연구를 통

하여 이러한 차이를 설명할 수 있을 것으로 기대된다.

콜레스테롤 저해효과 분석

최근 다양한 프로바이오틱스 균주는 혈중 콜레스테롤 감

소 능력을 가지고 있다고 보고되고 있다. 이 중 유산균에

의해 복합 담즙산으로부터 유리 담즙산이 생성되고 용해도

가 낮아져 분변으로 배출된 양만큼 콜레스테롤을 이용하여

새로운 복합 답즙산을 생성하기 때문에 결과적으로 혈중

콜레스테롤 농도를 낮추는 작용기작을 가지기도 하고(Sridevi

et al., 2009), 일부 Lactobacilli 균주는 in vivo 상에서 콜레

스테롤을 동화(assimilation)시켜서 직접적으로 혈중 콜레스

테롤의 농도를 감소시킨다고 보고되었다(Dambekodi and

Gilliland, 1998).

본 연구에서는 C. elegans 장 우점능에 의해 분리된 9균

주들을 대상으로 콜레스테롤 저해효능을 측정하였다(Fig.

4). 예상대로 선발된 모든 균주는 negative control인 L. aci-

dophilus E4191r과 비교하였을 때 유의적으로 높은 콜레스

테롤 저하능을 나타내었다 (p<0.05). 흥미롭게도 C. elegans

장 우점능이 우수한 9종의 콜레스테롤 저해능은 모두 positive

control인 L. acidophilus ATCC 43121(Kim et al., 2008)의

저해효과(81.10±0.51%)와 비교하였을 때 상대적으로 더 높

은 활성이 관찰되었다. 특히, 6번 균주의 동화능이 85.09±

0.17%로 가장 높은 반면, 44, 87, 90, 97, 100균주 등 5균주

가 약 81%로 control과 유사한 콜레스테롤 저하효능이 관찰

되었다. 따라서 박테리오신 활성과는 다르게 C. elegans 장

우점능을 바탕으로 선발된 유산균주는 일부 유의적인 상관

관계를 관찰할 수 있었으며 이러한 장환경에서의 우점화

능력과 콜레스테롤 저하효과와의 상관관계에 대한 보다 세

부적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

Prebiotic 기질 이용능 측정

Prebiotics는 사람이나 동물에 의해서 소화가 되지 않는

Fig. 3. The susceptibility of selected 9 LAB strains after exposure to acid conditions with synthetic gastric juice (pH 2.5) (A) and

bile conditions with 0.5% oxgall (B). Data are expressed as the mean±standard deviation (SD) of three experiments.

Fig. 4. The Cholesterol reduction by selected 9 LAB strains in

an MRS-THIO broth supplemented with 0.2% sodium

taurocholate and 100 mg/ml of cholesterol micelles. L.

acidophilus ATCC 43121 and E4191were used as posi-

tive or negative control strains, respectively. Data are

expressed as the mean±standard deviation (SD) of three

experiments.
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난소화성 성분으로써 프로바이오틱스 균주의 탄소원이 되

어 Bifidobacteria, Lactobacilli와 같은 장내 유익한 bacteria의

생장을 선택적으로 촉진시켜 장내 환경을 개선하는 데 도

움을 주는 복합 당류이며, oligosaccharides과 같이 탄수화

물로 이루어져 있는 경우가 많고, 대부분이 식이섬유의 형

태로 존재한다(Roberfroid, 2007). 최근에는 프로바이오틱스

균주와 prebiotics을 함께 처리하는 synbiotics 제제가 개발

되었는데, 이들은 상호작용을 통해 prebiotic가 프로바이오

틱스 균주의 증식을 촉진하고, 장내 정착 능력을 더욱 강화

시켜 주는 것으로 알려져있다(Ann et al., 2007). 최근까지

다양한 보고를 통해 각종 prebiotics가 선택적으로 장내 유

익균의 생장을 촉진시킨다는 사실이 밝혀짐에 따라 식품첨

가물로서의 이용성이 점차 확대되고 있다(Biedrzycka and

Bielecka, 2004). 따라서 본 연구에서는 prebiotic 기질원으

로써 xylitol, lactitol, inulin, tagatose, lactulose, FOS, 그리

고 GOS 8가지의 prebiotics를 사용하여 24시간 간격으로 시

험균의 성장을 측정하였다(Fig. 5). 흥미롭게도 GOS에서 모

든 균주의 성장율이 glucose 대비 평균 O.D 1.0 이상으로 가

장 높은 성장율을 나타내었고, 그 다음 FOS와 lactulose의

기질순으로 높게 측정되었다. 한편, Xylitol에서는 가장 낮

은 성장율을 보였으며 lactitol, inulin, tagatose를 포함한 4

기질에서 9균주 모두 O.D 0.3 이하의 낮은 성장율이 관찰

되었다(p<0.05). 이 결과는 전형적으로 당분자당 2-8결합을

갖는 oligofructose와 같은 짧은 사슬 prebiotics는 좀 더 빨

리 발효되고, inulin 같은 긴 사슬 prebiotics는 당분자당 9-

64결합을 갖기 때문에 상대적으로 발효되는 속도가 느리다

는 보고(Kleesen et al., 2001)와 일치하는 것으로 판단된다.

따라서 본 연구결과를 종합할 때 C. elegans 장 우점능이 우

수한 유산균주는 일부 prebiotics 기질 이용능력도 우수한

것으로 판단된다.

선발된 신규 유산균주의 동정

API 50CHL Kit(Biomerieux, France)를 사용하여 분리 균

주 9종(6, 33, 44, 46, 87, 90, 97, 98, 100)의 당 이용성 조

사를 통해 동정한 후 16S rDNA sequencing 실험을 통해

재검증한 결과 최종적으로 4종의 L. rhamnosus와 5종의 L.

plantarum로 판정되었으며, 다음과 같이 명명하였다 (L.

rhamnosus JFM6, L. rhamnosus JFM33, L. plantarum JFM

44, L. plantarum JFM46, L. plantarum JFM87, L. rhamno-

sus JFM90, L. rhamnosus JFM97, L. plantarum JFM98, L.

plantarum JFM100).

본 연구의 결과를 종합하였을 때 본 연구에서 C. elegans

in vivo 우점능력을 우선으로 선발한 9종의 분리균주가 내

산성 및 내담즙산성이 우수하고 부착능 및 장내 우점성이

우수하여 프로바이오틱스로서 요구되는 조건을 충족시킨다

는 것을 알 수 있었다. 이와 같은 C. elegans 장우점능을

이용한 저비용, 고효율 유산균주 선발기술은 인체의 장내

에서 다양한 건강기능성을 위한 신개념 프로바이오틱 개발

Fig. 5. Growth of selected 9 LAB strains for 24 h (A) and 48 h (B) in prebiotic minimum media containing different carbohydrates

carbon sources including xylitol, lactitol, inulin, tagatose, lactulose, fructooligosaccharide (FOS), and galactooligosaccharide

(GOS). The results are measured at 600 nm using a microtitrator ELISA reader to glucose as positive control. Data are

expressed as the mean±standard deviation (SD) of three experiments.
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에 빠르게 적용이 가능할 것으로 판단된다.

요 약

Probiotic 기능성이 우수한 유산균을 선발하기 위하여 9개

월 미만의 모유수유아로부터 100종의 Lactobacillus균을 분

리하였다. C. elegans를 이용한 in vivo 실험으로 장내 우점

능을 검사하여 L. rhamnosus GG와 비교했을 때 다른 균주

들보다 상대적으로 장환경에 대하여 우수한 우점특성을 갖

는 probiotic 유산균주 9종을 선발하였다. Mucin을 이용한

in vitro 부착능력 검토결과, L. rhamnosus GG대비 90% 이

상의 부착능을 보였으며, pH 2.5에서의 내산성 및 0.5%

oxgall을 함유한 내담즙성에서 각각 97% 이상과 99% 이상

의 높은 생존율을 나타냈다. 또, 81% 이상의 높은 콜레스

테롤 저해능과 다양한 prebiotics 이용가능성을 확인하였고

최종적으로 L. rhamnosus 4종, L. plantarum 5종인 것으로

동정되었다. 이상의 결과로부터 in vivo 실험을 통해 우선

선발한 균주들이 프로바이오틱스 균주로서 요구되는 조건

을 우수하게 충족시킨다는 것을 알 수 있었으며, 따라서 in

vivo 모델로서 C. elegans을 이용한 장내우점능력 검토는 내

산성, 내담즙성, 콜레스테롤 저하, 그리고 prebiotic 기질 이

용능 등의 고기능성의 probiotic 균주 선발에 직접적으로 이

용할 수 있을 것으로 기대된다.
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