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Abstract: Bacterial vaginosis (BV) is caused by microbial

imbalance of the vaginal ecosystem and overgrowth of anaer-

obic bacteria. The antibiotic treatment often results in very

high recurrence of BV because it disturbs the vaginal ecosys-

tem. The high recurrence rates suggest a need for alternative

therapeutic methods and probiotics are being recognized as

alternative or additional treatment method for BV. The pur-

pose of this study was to investigate how human vaginal iso-

lates of Lactobacillus spp. inhibit the BV-associated pathogen

Gardnerella vaginalis. Results show that selected strains sig-

nificantly reduced the viability of G. vaginalis. Among these

selected strains KLB410 and KLB416 were further selected

based on acid/bile tolerance and identified through 16S rRNA

gene sequencing being Lactobacillus plantarum. Further

studies are underway to demonstrate that the selected strain

can be applied as potential probiotics for recovering vaginal

ecosystem.

Key words: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, Probi-
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1. INTRODUCTION

세균성 질증 (bacterial vaginosis)이란 질 내의 건강을 유지하

는 유산균총이 감소하여 혐기성 병원균인 Gardnerella vagi-

nalis, Mycoplasma hominis, Prevotella spp. 등이 질 내에서 증

식하면서 발생하게 되는 질병이다 [1]. 질 내에서 혐기성 병

원균이 증식하게 되면 질 내 휘발성 아민 화합물이 증가하며,

이는 세균성 질증 특유의 악취를 유발하게 된다 [2]. 또한 산

성으로 유지되는 질 내 산도가 높아져 임신 관련 질병 및 성

병 감염의 위험을 높인다고 알려져 있다 [3,4].

이러한 세균성 질증의 치료는 주로 metronidazole, clinda-

mycin 등의 항생제를 복용 또는 주입하는 방법이 사용되고

있지만, 지속적으로 재발하는 문제점이 있다 [5]. 따라서 기

존의 항생제 사용의 보완방안으로 병원균의 제거뿐만 아니

라 질 내 환경을 개선하여 세균성 질증이 재발하는 것을 방

지하는 방안 등이 연구되고 있으며, 그 대안 방안으로 살아

있는 생균제인 프로바이오틱스를 사용하는 방법이 주목을

받고 있다 [6]. 건강한 여성의 질에는 다양한 유산균들이 존

재하는데, 이러한 유산균들은 젖산을 생성하고 아민 화합물

을 분해하여 질 내 산도를 낮추며, 과산화수소, 박테리오신

등의 항균물질을 생산하여 병원균 감염을 막고 질 내 환경을

건강하게 유지시킨다 [7]. 선진국을 중심으로 요거트, 유산

균 캡슐을 섭취하거나 탐폰, 질정의 형태로 유산균을 질 내

주입하는 등, 질 내 환경개선을 도와주는 다양한 형태의 프

로바이오틱스에 대한 연구 [8]가 진행되고 있다. 하지만 국

내에서는 유산균을 통한 질 내 환경 개선에 대한 연구가 매

우 미비한 수준이다.
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따라서 본 연구는 세균성 질증의 치료 및 재발방지를 위한

대체방안의 일환으로 한국 여성의 질에서 분리한 유산균의

프로바이오틱스로의 가능성을 확인하고, 세균성 질증의 주

요 원인균인 Gardnerella vaginalis에 대한 항균효과를 확인

하였다. 또한 항균활성이 우수한 유산균주를 선별하여 산성

과 담즙염에 대한 내성 및 autoaggregation 특성을 확인하여

프로바이오틱스로서의 기능 확인을 통해 관련 연구의 기초

자료로 사용하고자 한다.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Gardnerella vaginalis에 대한 항균효과

본 연구에서는 한국 여성의 질에서 분리한 유산균 90여종

[9]을 사용하였으며, 액체배지 희석법을 이용해 세균성 질증

의 주요 원인균인 Gardnerella vaginalis KCTC5096 (G. vagi-

nalis)에 대한 항균력을 확인하였다. 유산균주의 배양은 MRS

배지 (Difco, MI, USA)를 사용하였으며, MRS 액체 배지에 24

시간 정치배양한 배양액을 OD600 1.0 (108 ~109 CFU/mL)으로

조정하여 새로운 MRS 배지에 1% 접종하였다. 18시간 동안

배양한 후, 원심분리 (4,000 × g, 4oC, 5분) 하여 0.22 µm 필터

를 이용하여 상등액을 여과하여 본 실험에 사용하였다. G.

vaginalis의 배양은 10% 말 혈청 (Horse serum, Life technolo-

gies corp., NY, USA)을 함유한 BHI 배지 (Difco, MI, USA)를

사용하였으며, Anaerocult A (Merck, Germany)로 혐기상태로

37oC에서 24시간 정치배양하였다. G. vaginalis에 대한 항균

효과는 각각의 유산균주의 상등액을 10% 말 혈청이 포함된

5 mL BHI 배지에 10% 첨가한 후, G. vaginalis를 OD600 0.5 로

조정하여 1% 접종하였다. 24시간 동안 혐기배양한 뒤 G. va-

ginalis의 생균수를 아래와 같이 측정하여 분리균주의 G. va-

ginalis에 대한 항균효과를 확인하였다.

항균효과 (%) =  [대조군 (CFU/mL) − 실험군 (CFU/mL)] /

대조군 (CFU/mL) × 100

2.2. 선별된 유산균주의 산성 및 담즙염 내성 확인

섭취하는 유산균이 질증 개선에 효과가 있었다는 연구 [8]에

기초하여, G. vaginalis에 대한 항균효과가 높은 유산균주를

선별한 뒤 장내 환경과 같은 산성 및 담즙염에 대한 생균력

을 확인하기 위해 Guo의 방법 [10]으로 실험을 진행하였다.

선별된 유산균주를 MRS 배지에 24시간 전배양 한 뒤, OD600

1.0으로 조정하여 새로운 MRS 배지에 1% 접종하여 18시간

배양하였다. 배양액은 원심분리 (4,000 × g, 4oC, 5분)한 후,

phosphate-buffer saline (PBS, pH 7)에 2번 세척하였고, OD600

1.0 (108-109 CFU/mL)으로 조정하여 각각 산성과 담즙염에

대한 내성 실험에 사용하였다. 산성에 대한 내성을 확인하기

위하여 유산균 희석액 1 mL를 9 mL PBS (pH 2와 7)에 첨가

후 진탕한 뒤 37oC에서 3시간 배양한 후 생균수를 확인하였

다. 최종 선별된 유산균은 pH 2에서 7까지 산성에 대한 내성

을 확인하였다. 담즙염 내성은 1% oxgall (Difco, MI, USA)을

포함한 MRS 배지에 유산균 희석액을 1% 접종하고 37oC에

24시간 배양한 후 생균수를 확인하였다.

2.3. Autoaggregation

G. vaginalis에 대한 항균 효과가 우수한 유산균주를 선별하여

장내 세포 내 부착능력을 간접적으로 확인하기 위하여 Ka-

ssa의 연구 [11]를 변형하여 autoaggregation 실험을 진행하였

다. MRS 배지에 유산균을 전 배양한 배양액을 OD600 1.0으

로 조정하여 새로운 5 mL MRS 배지에 1% 접종한 뒤, 18시

간 배양하여 실험에 사용하였다. 배양한 유산균은 원심분리

(4,000 × g, 4oC, 5분)한 후, PBS에 2번 세척하였고, OD600 1.0

(108-109 CFU/mL)으로 조정하여 균주 현탁액 5 mL을 10초

간 진탕한 뒤 5시간 동안 방치하면서 autoaggregation을 확인

하였다. 실험 시작 직후 (A0)와 5시간 후 (A), 각각 0.1 mL의

상등액을 취해 0.9 mL PBS와 혼합한 뒤 600 nm에서 흡광도

를 측정 (A0, A)하였고, 다음 계산식에 따라 autoaggregation

을 계산하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Gardnerella vaginalis 에 대한 항균효과

세균성 질증을 일으키는 주요 원인균 중 G. vaginalis는 통성

혐기성 세균으로 질 내에서 증식하면서 질 내 산도를 pH 4.5

이상으로 높이고, 이로 인해 다른 병원성 세균이 증식할 수

있는 환경을 만들면서 세균성 질증을 일으킨다고 알려져 있

다 [12]. 최근에는 G. vaginalis는 biofilm 부착력이 뛰어나고

부착 후 다른 세균성 질증 균들의 부착을 증진시킨다고 보고

되고 있다 [13]. 따라서 본 연구에서는 국내 여성의 질에서 분

리한 유산균주를 질증의 주요 원인균인 G. vaginalis를 대상으

로 항균력 실험을 진행하였다. 분리된 유산균주 90종에 대한

G. vaginalis의 항균 효과는 평균 45.02% 였으며 이중 높은 항

균력을 나타내는 9 균주 (KLB403, KLB404, KLB407, KLB

408, KLB409, KLB410, KLB411, KLB413, KLB416)의 항균

효과는 평균 99.27%이었다 (Fig. 1). 유산균은 배양과정 중 젖

산, 과산화수소, 박테리오신 등을 생산하며, 이를 통해 항균

효과를 보이는 것으로 알려져 있으며 [7], 1차 선별한 9 균주

는 이러한 항균물질 생산능이 다른 분리균주보다 높은 균주

로 사료되며 앞으로 정확한 항균물질에 대한 연구가 필요하

다.

3.2. 선별 균주의 산성 및 담즙염에 대한 내성 확인

일반적으로 프로바이오틱스에 사용되는 유산균은 섭취 시

위와 장을 거치며 생균력이 낮아지게 되므로 낮은 산도와 담

즙염에 대한 내성능력은 유용 미생물로 사용하기 위하여 필

Autoaggregation %( )
A0 A–( )

A0
--------------------- 100×=
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수적으로 지녀야 하는 요소이다 [14]. 따라서 본 연구에서는

G. vaginalis에 대해 높은 항균 효과를 보인 9 균주에 대해서

산성 및 담즙염에 대한 내성을 확인하였다 (Table 1).

산성에 대한 내성실험의 결과, pH 2에서 KLB413 (4.73 log

CFU/mL)과 KLB416 (4.66 log CFU/mL) 균주를 제외한 7 균

주에서는 104 CFU/mL 이하의 생균수를 보이는 것을 확인할

수 있었다. 또한 pH 7에서의 생균수 대비 pH 2에서의 생균수

가 가장 높은 균주는 KLB416으로 0.17%의 생존률을 나타내

었다. KLB416은 pH 7에서 pH 4까지 생균수에 변화가 없지

만, pH가 낮아질수록 생균수가 감소하는 것을 확인할 수 있

었다 (Fig. 2). Guo [10]와 Tasi [15]의 연구에서도 본 연구와

유사한 결과를 확인할 수 있었다. 체내 위액의 pH는 대략 3.0

으로 유지되며, 일반적으로 pH 3에서 3시간 이상 생균수를

유지하면 산성에 높은 내성을 보이는 것으로 알려져 있다

[10]. Mishra의 연구 [16]에서 프로바이오틱스로 사용되는 여

러 균주들의 산성에 대한 내성을 살펴보면, pH 2에서 모든

균주가 104 CFU/mL 이하의 생균수를 보이는 것을 확인할 수

있는데, 본 연구에 사용된 KLB416 균주의 경우 pH 3에서

6.47 log CFU/mL, pH 2에서 4.66 log CFU/mL 의 생균수를

유지하여 산성에 대해 우수한 내성능력을 가지고 있는 것을

Fig. 1. Inhibition effect of cell free supernatants of vaginal lactobacilli antagonistic to Gardnerella vaginalis.
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확인할 수 있다.

프로바이오틱스에 사용되는 유산균이 위에서 견디기 위해

산성 내성을 지녀야 한다면 장내 극한 환경에서 생존하기 위

해서는 쓸개에서 분비되는 담즙에 대한 내성을 지녀야 한다

[14]. 일반적으로 유산균의 담즙염에 대한 내성을 확인하기

위해서는 일반적으로 0.3%의 담즙염이 사용되고 있는데

[17], Lin의 연구 결과 [18]에서 0.3% 담즙염에서 유산균들의

생균수가 104 CFU/mL 이하로 담즙염에 민감하다고 알려져

있다. 그러나 본 연구에서 선별된 9 균주들은 1 % 담즙염 농

도에서도 평균 8.03 log CFU/mL의 매우 높은 생균수를 보여,

담즙염에 대해 매우 우수한 내성을 보이는 것을 확인할 수

있다.

3.3. Autoaggregation

프로바이오틱스로 사용되는 유산균의 경우, 체내에서 지속

적으로 작용하기 위해서 장 및 질 세포에 부착할 수 있는 세

포부착능이 요구된다 [19]. Autoaggregation 능력은 세포 부

착능을 간접적으로 확인할 수 있는 방법으로, Del [19]과 Kos

[20]의 연구결과에 따르면, autoaggregation 능력이 높은 균주

가 실제 세포 부착능력 또한 높다고 알려져 있다. 이에 G. vag-

inalis에 높은 항균능력을 보이는 9 균주를 대상으로 장내 부

착성을 알아보기 위하여 autoaggregation 실험을 진행하였다

(Fig. 3). 선별된 9 균주에 대한 autoaggregation 능력은 평균

50.36%였으며 이 중 KLB410 균주가 71.82%로 가장 높은

autoaggregation 능력을 나타내었다. Malik의 연구결과 [21]에

따르면, L. plantarum CMPG5300의 in vitro 상의 autoaggre-

gation이 약 70%로 나타났으며, in vivo 상인 질 상피세포에서

의 부착능도 50%로 in vitro 상의 결과와 in vivo 상의 결과가

연관되어 진다고 보고되었다. 세포부착능이 뛰어난 균주는

세포에 자리를 잡아 병원균의 세포 부착을 막아 감염을 막는

특성을 가지는 것으로 알려져 있으며 [7], 본 연구에서 선별

된 KLB410 균주 또한 질 내 세포에 높은 부착능력을 통해 추

가적인 병원균 감염을 예방할 수 있을 것이라 사료된다.

3.4. 계통수 분석

본 연구에서 G. vaginalis에 높은 항균능력을 보인 9 균주 중,

산성 환경에서 내성이 우수한 KLB416 균주와 autoaggrega-

tion 능력이 우수한 KLB410 균주의 16S rRNA gene sequen-

cing 결과, Lactobacillus plantarum으로 동정되었다 (Fig. 4).

L. plantarum KLB410과 L. plantarum KLB416 균주는 각각

National Center of Biotechnology Information으로부터 acce-

ssion number KM670024 (KLB416), KT236093 (KLB410)을

부여받았다. L. plantarum은 유제품, 고기, 발효된 채소에 다

량 함유되어 있을 뿐만 아니라, 사람의 체내에도 상존하는 균

Table 1. Effect of pH and bile salt on the survival of selected strains

Selected strains
pH tolerance1) Bile-salts tolerance2)

pH 7 pH2 0% 1%
KLB403 7.72 ± 0.04 <23) 9.63 ± 0.02 8.29 ± 0.03
KLB407 7.61 ± 0.02 3.02 ± 0.36 9.61 ± 0.11 8.11 ± 0.00
KLB408 7.56 ± 0.02 3.88 ± 0.02 9.45 ± 0.01 8.25 ± 0.05
KLB409 7.70 ± 0.01 3.79 ± 0.06 9.51 ± 0.07 8.06 ± 0.06
KLB410 7.64 ± 0.00 3.83 ± 0.11 9.40 ± 0.02 8.40 ± 0.04
KLB411 7.53 ± 0.03 3.55 ± 0.02 9.54 ± 0.03 7.67 ± 0.30
KLB413 8.36 ± 0.02 4.73 ± 0.02 9.27 ± 0.01 7.47 ± 0.19
KLB416 7.46 ± 0.01 4.66 ± 0.19 9.45 ± 0.01 8.00 ± 0.04

1)The pH tolerance results are shown the viable counts (log CFU/mL) of each isolate at pH 7 and pH 2 for 3 h.
2)Bile-salts tolerance results are shown as the viable counts (log CFU/mL) of each isolate at MRS media with 0 % and 1 % Oxgall at 37oC for 24 h.
3)Below 2.00 log CFU/mL.

Fig. 2. Survivability of KLB416 in acid condition for 3 h. Fig. 3. The autoaggregation ability for 5 h.
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주로 잘 알려져있다 [22]. 또한 L. plantarum는 식품의약안전

처 건강기능식품의 기준 및 규격 [23]에 등재되어 안전성이

확인된 균주이다.

4. CONCLUSION

본 연구는 한국 여성 질에서 분리한 유산균을 통해 세균성 질

증의 치료 일환으로 주요 원인균인 Gardnerella vaginalis에

대해 항균효과를 확인하였다. 항균효과가 높은 9 균주의 G.

vaginalis에 대한 평균 항균효과는 99.27%였으며, 항균효과

가 우수한 균주를 대상으로 추가적인 특성 확인을 위해 산성

및 담즙염에 대한 내성과 autoaggregation을 확인하였다. 산성

환경에서 내성이 가장 우수한 KLB416 균주와 autoaggrega-

tion 능력이 가장 우수한 KLB410 균주는 모두 Lactobacillus

plantarum으로 동정되었으며, L. plantarum은 건강기능식품

의 기준 및 규격에 등재되어 있는 균주로 그 안전성이 이미

입증되어 있다. 이에 최종 선별된 L. plantarum KLB410 균주

와 L. plantarum KLB416 균주는 향후 질 건강을 위한 프로바

이오틱스 개발 분야에 주요한 소재자원으로 활용될 수 있을

것이라 기대된다. 추후 선별된 유산균주는 프로바이오틱스

로 개발하기 위하여 위액과 장액에서의 안정성 실험 및 동결

건조 보호제 최적화 연구를 진행할 것이다.
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