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발효유제품에서 Lactobacillus rhamnosus GG의 생육 특성
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Abstract

Yogurt is a product of the acidic fermentation of milk, which affects the survival of lactic acid bacteria (LAB). The aim 
of this present study was to examine the survival and acid stress response of Lactobacillus rhamnosus GG to low pH 
environment. The survival of LAB in commercial yogurt was measured during long-term storage. The enumeration of viable 
cells of LAB was determined at 15-day intervals over 52-weeks at 5℃. L. acidophilus, L. casei, and Bifidobacterium spp. 
showed low viability. However, L. rhamnosus GG exhibited excellent survival throughout the refrigerated storage period. 
At the end of 52-weeks, L. rhamnosus GG survived 7.0 log10 CFU/mL. F0F1 ATPase activity in L. rhamnosus GG at pH 
4.5 was also evaluated. The ATPase activities of the membranes were higher when exposed at pH 4.5 for 24 h. The survival 
of L. rhamnosus GG was attributable to the induction in F0F1 ATPase activity. In addition, the mRNA expression levels 
of acid stress-inducible genes at low pH were investigated by qRT-PCR. clpC and clpE genes were up-regulated after 1 
h, and atpA and dnaK genes were up-regulated after 24 h of incubation at pH 4.5. These genes could enhance the survival 
of L. rhamnosus GG in the acidic condition. Thus, the modulation of the enzymes or genes to assist the viability of LAB 
in the low pH environment is thought to be important.
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서 론  

사람의 위장관(gastrointestinal tract)은 수백 종 이상의 다
양한 미생물들이 서식하는 복잡한 생태계이며, 이 안에는
인체를 구성하는 모든 세포의 수보다 10배나 많은 미생물
로 구성되어 있는 것으로 알려져 있다. 또한 이들 장내 미
생물의 대부분은 미생물과 미생물 또는 미생물과 숙주 사

이의 상호작용을 통하여 건강에 기여한다. 
Probiotics는 살아있는 미생물로 적절한 양으로 투여되었

을 때 숙주에게 건장 증진 작용을 하는 미생물이다(FAO/ 
WHO, 2001). Probiotics는 정상적으로 내재하는 미생물군
으로 적응하여 병원성 세균의 부착을 억제시킬 수 있을 뿐

아니라, 면역기능을 조절하는 것으로 밝혀졌다(Wolvers et 
al., 2010). 또한 장내의 산도를 낮추어 장 점막을 손상시킬
수 있는 세균의 증식을 억제하고, 손상된 장 점막의 재생을
촉진시키며, 또한 독성이 있는 세균에 대한 항체의 생성을
유도하거나, 장 점막을 보호하는 점액 생성을 조절하는 등
의 여러 작용을 통하여 장염을 치료하거나 예방할 수 있다.
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Probiotics로가장널리이용되는미생물로 Lactobacillus 속, 
Bifidobacterium 속 그리고 비병원성 효모인 Saccharomyces 
boulardii(Kligler and Cohrssen, 2008)를 들 수 있으며, 이들
미생물들은 국내에서 정장작용을 하는 대표적인 건강기능

식품으로 인식되어 왔다. 
Probiotics로 사용되는 미생물들이 효과가 있으려면 위장

관내에서 생존할 수 있어야 하고, 장내에서 분화를 할 수 있
어야 한다. 종류가 다른 Probiotics는 그 효과도 다른 것으로
알려져있다. 내산성이높고장내정착성이우수한것으로알려
져있는 Lactobacillus rahmnosus GG(LGG)는 1985년 Gorbach 
교수와 Goldin 교수에 의해 성인의 분변에서 처음 분리되었
다. 오늘날 이 미생물은 전 세계에서 가장 연구가 많이 된
probiotics이다. 700편이 넘는 학술논문에서 LGG균의유익한
건강작용들을 보고하였으며, 1990년핀란드에서처음 제품화
된이후로단일 probiotics로써전세계적으로가장많은제품
에 이용된 유일한 균주이다(Salminen et al., 2002; 2004).

LGG는 인체에서 발견되는 여러 균주들 중 여러 가지 인
체에 유익한 특성(장 상피세포 부착능, 내산성과 내담즙성, 
독성 세균에 대한 항균물질의 분비능)이 가장 탁월하다고
알려졌다. 또한 LGG는 장에서 IgA 분비능을 증가시킨다든
지, 소화관에서 장 점막의 보호역할을 하고 있는 점액의 성
분을 바꾸어 장내에서 장벽으로 작용하게 한다는 등 장 질

환 관련 유용성에 대한 실험적 가설이 제시되어 있으며, 동
물실험 및 임상실험으로 꾸준히 연구되고 있다.

LGG 균을 포함한 다양한 유산균들은 발효유와 음료에
주로 사용되고 있고, 이들의 건강 기능성 관련 연구는 점점
늘어가는 추세이며, 이를 토대로 유산균의 건강 기능성 식
품에서의 활용 범위를 넓힐 수 있는 계기가 될 것이다. 
본 연구는 상업적으로 시판되는 발효유제품과 LGG를 함

유한 호상농후발효유의 저장 중 유산균의 생존성을 조사하

여 probiotics로서의 이용성을 증진시키는 기초적 자료를 제
공하고자 실시하였다.

재료 및 방법

1. 제품 준비 및 LGG 생균수 측정

Table 1. Tested commercial yogurt and yogurt beverage in this study

Type Brand Manufacture 
company

Serving size
(mL) Characteristic

Yogurt A M 130 Contain L. rhamnosus GG, L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, 
L. bulgaricus, S. thermophiles, Bifidobacteria

Yogurt B S 150 Contain L. acidophilus, S. thermophiles, B. longum
Yogurt beverage C Y 65 Contain L. casei

샘플은 지역 마트에서 구입할 수 있는 3가지 브랜드의
요거트를 준비했다(Table 1). 샘플은 냉장 온도(5℃)에 저장
하며, 52주 동안 15일 간격으로 생균수 계수와 pH 변화를
측정하였다.
제품내 LGG 생균수측정에배지는 vancomycin을첨가한

BL(glucose-blood-liver) medium을 사용하여 pour plating 법
으로 도말하고, 혐기상태에서 37℃, 48시간 동안 배양한 다
음 콜로니 수를 계수하였다. 제품은 4℃에서 저장하며, 15
일 간격으로 6개월 이상 생균수 측정을 진행했다. 균주의
보존을 위해 모든 균주를 MRS 배지에 3회 계대 배양한 후, 
원심 분리한 다음 cell pellet에 skim milk 10%, glucose 3%, 
yeast extract 0.3%의 배지를 제조하여 혼합한 후 －80℃의
냉동고에 보관하면서 사용하였다.

2. Bifidobacteria 및 S. thermophilus 생균수 측정
Bifidobacteria 생균수 측정은 NPNL-BL medium을 사용하

여 pour plating 법으로 도말하고, 혐기상태에서 37℃, 48시
간 동안 배양한 다음 콜로니 수를 계수하고, S. thermophilus 
생균수 측정은 M17 medium을 사용하여 pour plating 법으
로 도말하고, 혐기상태에서 43℃, 24시간 동안 배양한 다음
콜로니 수를 계수하였다. 진행 과정 중 LGG 유산균과의 생
균수 변화를 측정하였다.

3. 산성 환경에서의 스트레스 반응
제품 내에서 분리한 LGG 균을 pH 7.0인 MRS 배지에

37℃에서 배양하였다. 그리고 A600에서 0.6 값을 가질 때까
지 배양하였다(mid-log phase, ~3×108 CFU/mL). 배양균을
5,000 g에서 10분간 원심분리 하여 모은다(Micro17TR, Hanil 
Scientific Co., Gangneung, Korea). Pellet을 pH 4.5인 MRS 
배지에 배양한다. 37℃에서 1 h, 12 h, 24 h 그리고 48 h 동
안 배양한 후, cell pellet을 5,000 g에서 10분간 원심분리 하
여 준비하였다. 이 pellet은 glycerol이 포함된 stock 상태로
－70℃에 저장하였다. 

4. pH 4.5에서 Lactobacillus spp.의 생균수 측정
준비한 균을 A600에서 0.6에 도달할 때까지 pH 4.5 MRS 
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배지에서 배양하여 준비하였다. 그 샘플을 at 0 h, 4 h, 8 h, 
12 h, 24 h, 48 h 간격으로 두고, 단계적으로 희석한 후

MRS agar 배지에도말하였다. 배양된 plate를 48 h 동안 37℃
에서 배양하고, 콜로니 수를 계수하였다.

5. F1F0-ATPase activity 측정

1) 세포 파쇄 및 조효소액 제조
Cell membrane에 존재하는 ATPase의 Lactobacillus 종

별 activity를 측정하기 위하여 각 유산균을 37℃ 배양기에
서 MRS broth를 이용하여 24시간 동안 정치 배양하였다. 
균액을 10,000 g에서 20분간 원심분리 하여 균체를 회수하
였고, 0.85% NaCl로 3회 세척하였으며, 세척된 균체 0.5 g 
(wet wt.)를 0.4 mM sucrose와 2 mM MgCl2를 함유한 Tris 
HCl buffer (pH 7.5, 75 mM)에 현탁하여 beadbeater를 이용
하여 세포를 파쇄하였다. 그 다음, DNase와 RNase를 각각
10 μL/mL 되도록 첨가한 후, 45분간 실온에서 반응시켰다. 
반응이 끝난 균체 파쇄액을 15,000 g에서 20분간 원심분리
하여 일부 파쇄 되지 않은 균체와 cell wall skelton을 버리
고, 상등액을 모아 다시 20,000 g에서 20분간 원심분리한 후
상등액을 ATPase 활성 측정용 조효소용액으로 사용하였다.

Table 2. Oligonucleotides primers used for qRT-PCR analysis of stress gene expression

Gene Sequence of PCR primers (5' to 3') Accession No. Reference

clpC Forward : GGATGTTGAAGACCAACT
Reverse : CCTTGACTGTAAACGTCAGC YP_003172245.1 PMID 19820099

clpE Forward : GTCAACTCAAAGCTCAGGAA
Reverse : CCGAGCAACTTTATCAACTG YP_003171569.1 PMID 19820099

clpL Forward : CCAAGGATGGTCTGCTTGAT
Reverse : CATTGCCAGCAGCTTTCACT YP_003171569.1 PMID 19820099

atpA Forward : AGAAGGTTGCTGGGACATTG
Reverse : CCATGGGTCAAGGCATAAAG YP_003170927.1 PMID 19820099

atpD Forward : GTCAGTTGCAGGAACGGATT
Reverse : AACGTTGGAGAACCTGTTGG YP_003170930.1 PMID 19820099

dnaK Forward : TAAGAACGGGATCGTTCAGG
Reverse : GAACCTTGCCGTCAACATCT YP_003171350.1 PMID 19820099

dnaJ Forward : CAAAGTTGACACGGTTCACG
Reverse : CCCATTGTGTGGTGTGACAT YP_003171349.1 PMID 19820099

grpE Forward : CAGCAAGCATGATGGTGAAC
Reverse : CGCAGTGATGCCATTTTCCT YP_003171351.1 PMID 19820099

groEL Forward : ACAAGATTCGTGGCACCTTC
Reverse : ATGGTGGTGTCATCCTTGGT YP_003171985.1 PMID 19820099

groES Forward : TAGGAGATCGCGTGATTGTC
Reverse : ACTTCAGAGCCGGCGTATTT YP_003171986.1 PMID 19820099

gapdh Forward : CTTGGCACCAATGGCTTACT
Reverse : CCGTCAACAACAGAAACACG YP_003170679.1 PMID 19820099

2) ATPase activity 측정
Fiske-Subbarow 방법을이용하여 ATPase 활성을측정하며, 

조효소용액 100 μL에 10 mM MgCl2와 5 mM ATP(sigma)를 
함유한 Tris maleate buffer(pH 7.5, 50 mM) 900 μL를 가하
고, 37℃에서 10분 동안 효소반응 시킨 후, 3 mL 증류수와
1 mL의 3.5N 황산 용액을 가하여 효소 반응을 종결시켰다. 
효소 반응이 완료된 용액에 3.5% ammonium molybdate 용액
1 mL를 가한 후 2.1% NaHSO3에 0.7% Developer(Kodak, 
D-76)를 혼합한 용액 1 mL를 첨가했다. 실온에서 20분간
반응시킨후 spectrophotometer를 이용하여 660 nm에서흡광
도를 측정하고, ATPase에 의해 ATP로부터 유리된 inorganic 
phosphate의 양을 standard curve로부터 환산하였다. 
효소단위는 1분동안 1 μmole의 inorganic phosphate를유리시

키는효소의양을 1 unit으로하였으며, specific activity를산출했다.

Specific activity = enzyme unit / protein (mg)

6. RNA 분석

1) Primer design
Primer는 qRT-PCR 분석을 위해 L. rhamnosus GG에 기
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반을 둔 Primer3plus software(http://www. bioinformatics.nl/ 
cgibbin/primer3plus/primer3plus.cgi)를 사용하여 설계하였다. 
이 primer는 작은 amplicon size(200~300 bp)를 포함하고

있으며, 45~55% 사이 범주의 GC 함량을 가지고, 60에서
64℃까지의 Tm 값을측정하였다. 증폭된결과물을 1% agrose 
gel에서 확인하고, 뒤이어 primer 이량체 형성 가능성을 배
제하기 위한 PCR-amplified products의 melt 곡선 분석을

확인했다(Table 2). 

2) Total RNA 분리와 cDNA 분석
L. rhamnosus GG의 Total RNA는 MRS broth에서 OD600 

0.6에 도달할 때까지 배양하고, pH 7.0 조건이 control이며, 
pH 4.5 조건에서 1시간, 12시간, 24시간, 48시간 배양한 샘
플을 RNeasy Mini Kit(Qiagen, Valencia, CA)를 사용하여
cell로부터추출하고, genomic DNA를제거하기 위해 RNase- 
free-DNaseⅠ(Qiagen, Valencia, CA)를 사용했다. 역전사를
하는동안, total RNA 1,000 ng이 qRT-PCR kit(Intron, Seong-
nam, Korea)의 RT premix oligo(dt)를 반응 mixture에 첨가
하였다. 역전사효소 반응 조건은 45℃에서 60분, 95℃에서
5분으로 실시하였다. 

3) 실시간 RNA 정량 분석(Real-time qPCR)
Value method는 다른 샘플로부터 유전자 발현을 비교하

기 위해 사용했다(Livak and Schmittgen, 2001; Meng et al., 
2007). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)
는 PCR 증폭에서 internal control로 사용했다. qRT-PCR은
1μL cDNA 주형, 각 primer, SYBR Green을 사용하여 수행
했고, 처음 denaturation은 95℃에서 5분간 실행한 후, 95℃
에서 10초(denaturation), 54℃에서 15초(annealing), 72℃에서
15초(extension)를 1 cycle로, CFX96TX(Bio-Rad, California, 
USA)를 사용하여 35 cycle을 반복 하였다. 각 PCR cycle마
다 melting curves는 비특이적 증폭을 피하기 위해 모니터
링 했다. 증폭 효율의 연구는 primers가 CT 값을 기준으로
비교 분석하기에 적합한 것으로 나타났다.

Relative expression=2－ΔCT with ΔCT= CTgene－CTactin.  

7. 통계 분석
이실험은 3번반복하여수행했다. Duncan’s multiple range 

test를이용하여 시료간의유의적차이(p<0.05)를 검정하였다.

결과 및 고찰

1. 제품의 pH 및 생균수 변화

LGG 유산균이 함유된 요거트 제품을 52주 동안 냉동보
관했을 때, 그 결과 저장 초기 pH 3.6에 4.4의 범위를 보였
다(Fig. 1).
제품의 생균수 결과는 Fig. 2~4에서 보는 바와 같다. 생

균수 측정결과 Lactobacillus spp.는 약 107~108 CFU/mL, S. 
thermophilus는 109 CFU/mL를 5주 동안 유지하였다. 비슷
하게 A, B 제품에서 초기 Bifidobacterium spp. 수는 105~107 

CFU/mL이었다. 모든샘플의저장기간을고려했을때, Bifido-
bacterium spp.는 Lactobacillus와 S. thermophilus와 비교했을
때, 매우 급격하게 감소하였다. 저장말기에는 Bifidobacterium 
spp.는 모두 사멸하였다. L. casei는 20주의 저장 기간 동안
낮은 생존성을 보였다. 반면에 Lactobacillus rhamnosus GG
는 저장 기간 동안 제품에서 가장 높은 생존성을 나타냈다. 
저장 52주 후에도 107 CFU/mL를 유지하며, 매우 높은 생
존성을 보이는 것으로 확인되었다. 

Fig. 1. Change of the pH in yogurt over 52-weeks storage at 
5℃. A(◆), B(■), C(▲).

Fig. 2. Changes in viable count of lactic acid bacteria in yogurt 
(A) over 52-weeks storage at 5℃. S. thermophilus 
(◆), L. rhamnosus GG (■), Bifidobacterium (▲). 
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Fig. 3. Changes in viable count of lactic acid bacteria in yogurt 
(B) over 52-weeks storage at 5℃. S. thermophilus 
(◆), L. rhamnosus GG (■), B. longum (▲). 

Fig. 4. Changes in viable cells counts of L. casei (■) in yogurt 
(C) over 52-weeks storage at 5℃.

발효유의 최종 pH는 lactobacilli, S. thermophilus와 Bifido-
bacterium spp.의성장과생존성에영향을미칠수있다(Laroia 
and Martin, 1991; Hekmat and McMahon, 1992). 유산균에
의한 생산된 젖산은 특히 후산발효(post-acidification) 과정중
에 lactobacilli와 Bifidobacterium spp.의 생존성에 많은 영향
을미치는것으로보고되었다(Ishibashi and Shimamura, 1993; 
Shah et al., 1995).

2. pH 4.5에서 Lactobacillus spp.의 생존력
Probiotic Lactobacillus spp.의 pH 4.5 조건에서 생존력은

0시간, 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48시간의 간격으로
생균수를 측정하였고, 그 결과는 Fig. 5에 나타난 바와 같
다. L. rhamnosus GG가 가장 높은 생존율을 나타냈고, 특히
12시간 이상 산성 조건에 노출되었을 때, 다른 Lactobacillus 
strains보다 높은 생존율을 보였다. 이 결과는 L. rhamnosus 

Fig. 5. The viability of Lactobacillus spp. at pH 4.5. a) L. 
rhamnosus GG, b) L. plantarum, c) L. acidophilus, d) 
L. casei.

GG가 in vitro 산성 조건에서 가장 높은 내산성을 가진다는
것을 의미한다.

3. 산성 조건에서 Lactobacillus spp.의 ATPase 활성
Lactobacillus strain의 세포막 ATPase 활성은 Fig. 6에 나

타난 바와 같으며, 다른 유산균들에 비해 L. rhamnosus GG
의 ATPase 활성이 가장 높게 나타났다. 
산성 조건에서 ATPase 활성을 측정한 결과는 Fig. 7에서

보는 바와 같다. 그 결과, pH 7.0에서 보다 더 높은 활성을
나타냈다. 초기 ATPase의활성은 pH 7.0에서 0.61 nmol/min/ 
mg이었고, 24시간산성조건에서노출후 ATPase 활성이 2.09 
nmol/min/mg로 계속해서 증가했다.

F0F1 ATPase는 그람 양성균에서 산성 환경으로부터 보
호해주는 역할을 하는 것으로 잘 알려져 있으며 세포 안 pH 
조절을 위해 원형질막의 proton 삼투압을 유도하는 것으로
알려져 있다. 몇 가지 mechanism들이 세포 안의 pH 항상성
을조절한다고알려져있으며그중 Proton-translocating ATPase
는 LAB에서 가장 중요하다(Hutkins and Nannen, 1993). 일
반적인 stress 반응에 포함된 ATPase의 유사성과 낮은 pH
에서의 강한 대응반응 때문에, F0F1 ATPase proton pump는
산성 환경에서 여러미생물의생존성에영향을미친다(Cotter 
and Hill, 2003). 이 효소는 L. casei와 L. plantarum에도 존재
하며, pH 5.0~5.5 부근에서 최고 활성을 보이는 것으로 알
려져 있다. 원형질막의 proton 투과성은 세포 안의 pH 유지
능력과 밀접한데, L. casei와 L. plantarum의 막 투과성은
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Fig. 6. F1F0 ATPase activity of Lactobacillus strains. 

Fig. 7. F1F0 ATPase activity at pH 4.5 in L. rhamnosus GG. 

pH 4.0에서가장낮은것으로보고되었다(Bender and Marquis, 
1987; Hong et al., 1999). 또한 adenosine-triphosphate(ATP)
는세포질의 proton을 F0F1 ATPase에 의해 방출시킬 수 있게
하고, 에너지원고갈 후에세포가좀 더 오래 살아남을수 있
도록도움을줄수있다고밝혀졌다(Stuart et al., 1999; Arena 
et al., 1999). 
선행 연구에서, L. rhamnosus GG의 ATPase 활성은 다른

 

Fig. 8. Expression profile of the clp and atp genes at pH 4.5 for different time in L. rhamnosus GG. The cells exposed at pH 
4.5 for different time. qRT-PCR was performed with 1 μL cDNA template, each primer, SYBR Green and subjected initial 
denaturation at 95℃ for 5 min, followed by 35 cycles of amplification at 95℃ for 10 s, 54℃ for 15 s, 72℃ for 15 s. 
Expression of GAPDH was used as an internal control for equal loading. The x axis represents the exposure time at pH 
7.0 (control) or pH 4.5 (acid stress), and the y axis represents the normalized fold expression of genes. a~d Means with 
same superscripts in a same row are not different (P>0.05).

Lactobacillus spp.보다 더 높게 나타났고, pH 4.5에 노출되
는 동안 증가함을 보였는데, 이는 세포막에 연결된 F0F1 
ATPase가 산성 조건에 대한 내성에 중요한 역할을 하는
것으로 추정된다. 궁극적으로 L. rhamnosus GG는 산성 환
경에 노출되었을 때, 내산성이 증가되는 것으로 보아, 발
효유와 같은 비교적 낮은 pH에서 적응이 된 유산균은 다
른 조건에서 적응된 경우보다 내산성이 높을 것으로 판단

된다.

4. 유전자 발현 비교
pH에 따른 각 시간대 별 L. rhamnosus GG의 유전자 발

현은 relative expression software tool로 분석하였다. pH 4.5
에서 clpC/E/L, atpA/D, dnaK--dnaJ-grpE, and groES-groEL의 
산성 유도성 특성은 qRT-PCR을 이용하여 입증하였다(Fig. 
8, 9). pH 4.5에서 clpC/E/L, atpA/D, dnaK--dnaJ-grpE, and 
groES-groEL의 유전자가 높게 발현되는 것을 확인하였다. 
clpC와 clpE gene은 pH 4.5에서 1시간 incubation되었을 때
각각 2.25 fold, 2.75 fold로 control과 비교하여 2~3배 정도
높은 발현량을 나타내었다. 반면, pH 4.5에서 노출시간이 증
가될수록 clpC와 clpE 유전자 발현은 각각 0.01~0.16 fold와
0.53~0.9 fold 감소되었다. 
몇몇의 연구에서 일반적으로 clp 유전자의 발현은 스트레

스에 반응한다고 밝혔다. 그람 양성균에서 ClpC는 스트레
스에 의해 손상된 단백질을 분해하는 샤페론 역할을 하는

것으로알려져 있다. ClpE는 단백질 가수분해 과정에서기능
을 하고, ClpL은가수분해보다는단백질 수선의기능이있다
고 알려졌다. 최근 L. reuteri ATCC 55730의 late-logarithmic 
phase에서 산 자극의 반응에 대한 연구는 esterase 및 pepti-
doglycan과 세포막 생합성에 관여하는 phosphatidyl-glycero-
phosphatase를 코딩하는 유전자의 유도를 보여주었다. ClpL 
및 esterase 돌연변이는 GI관을 통한 운송중산충격에대한
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초기 반응 및 생존 가능성에 대한 중요성을 증명하였다(Wall 
et al., 2007). 본 연구에서는 산 조건의 반응초기에 CLPC/E 
유전자의 발현이 증가했다. CLP 유전자는 배양초기에 발현
되며 산 스트레스 하에서 세포 생존성을 유지하기 위해 기

여하는 것으로 추정된다.
산 조건에서의 L. rhamnosus GG는 배양 24시간에 atpA

가 2.2 fold로 과발현되었다. Kullen과 Klaenhammer(1999)
는 낮은 pH에서 L. acidophilus가 pH-조절 proton 전위 F1F0 
ATPase의 mRNA level의 증가를 일으킨다는 것을 diffe-
rential display-PCR 장치를 이용하여 증명하였다(Ventura et 
al., 2004). ATP 오페론은주로박테리아세포질에서외막으로
proton pumping과 연관되어 있으며, 이러한 이유로 박테리
아 세포질에서 pH를 중성으로 유지시킬 수 있다. 또한 F1F0 
ATPase는 proton pump를 유도하고, 세포 내의 ATP 양을
증가시키는 것으로 알려져 있는데, 그로 인해 박테리아의
세포 내 pH를 조절한다. 이조절기작은산성스트레스에대
응하여 박테리아의 생육에 도움을 준다(Duary et al., 2010). 
L. rhamnosus GG에서는 atpA 유전자 발현이 산성 조건에
노출된시간이증가된후에 F1F0 ATPase의알파 subunit이높
은수준을나타내었다. 이결과는산성조건에서 F1F0 ATPase 
활성이 증가했고, 이것이 장시간 동안 산성 환경에서 다른
유산균과 비교해서 높은 생존율을 가지게 하는 것으로 생

각된다. 
Fig. 9에서 나타난 바와 같이 dnaK는 24시간 배양한 후

1.85 fold 증가하였다. DnaK(Dank-DnaJ-GrpE)와 GroEL(GroEL- 
GroES) 시스템은 새로 합성된 polypeptides의 folding을 지원
한다고 알려져 있다(Houry et al., 1999; Teter et al., 1999). 
이 단백질은 비정상적인 단백질의 분해에 연관되어있다고

알려져 있으며 게다가 분자적 샤페론은 기질에 결합 cycle로
부터 운반되는 ATP를 사용하는 단백질의 folding을 도울 수
있고, 이단백질의 refolding을적극적으로도울수있다(Bukau 

 

Fig. 9. Expression profile of the stress genes at pH 4.5 for different time in L. rhamnosus GG. The cells exposed at pH 4.5 
for different time. qRT-PCR was performed with 1 μL cDNA template, each primer, SYBR Green and subjected initial 
denaturation at 95℃ for 5 min, followed by 35 cycles of amplification at 95℃ for 10 s, 54℃ for 15 s, 72℃ for 15 s. 
Expression of GAPDH was used as an internal control for equal loading. The x axis represents the exposure time at pH 
7.0 (control) or pH 4.5 (acid stress), and the y axis represents the normalized fold expression of genes. a~c Means with same 
superscripts in a same row are not different (P>0.05).

and Horwich, 1998). 유산균에 있어서 stress 조건이나 정상
조건에서 단백질의 항상성을 유지하는 것이 매우 중요하

다. 본 연구결과, dnaK 유전자는 pH 4.5에서 과 발현되었
고, L. rhamnosus GG는 산 조건일 때 보호 기능을 지니는
것으로 나타났다. 

qRT-PCR 결과로 볼 때, clpC, clpE, atpA, dnaK 유전자
발현이 증가하였는데, 이는 낮은 pH 환경에서 L. rhamnosus 
GG의 생존율을 향상시키는데 도움을 주며, L. rhamnosus 
GG가 다른 유산균 보다 산성 조건에서 잘 적응하도록 기
여하는 것으로 생각된다.
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