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Abstract A number of studies have been conducted to prevent

obesity due to the worldwide increasing rate of obesity and its

adverse effects on our health. Recently, a relationship between

obesity and gut microbiome has been reported. Fecal and cecal

microbiota are generally targeted for examining the gut

microbiome during dietary interventions. There is, however, no

common understanding on which microbiota and how results

elucidated from the data would differ. In this study, we conducted

dietary induced obesity study and compared fecal and cecal

microbiota affected by dietary interventions. Normal Diet and

high fat diet were fed to 6 weeks old mice for 12 weeks, and 16

S rRNA genes amplified from fecal and cecal DNA were

sequenced using MiSeq. Our results show that the α-diversity

showed significant differences between the dietary interventions

as well as cecal and fecal microbiota. The difference in the

taxonomic compositions between cecal and fecal microbiota had

become clearer at the family and genus level. At the genus level,

Faecalibaculum and Lactobacillus were more abundant in the

cecal and fecal microbiota, respectively. In general dietary

intervention studies, dietary effects are more significant than type

difference. However, the microbiota analysis results should be

interpreted carefully, considering both diet and samples (feces/

caecum).

Keywords Cecal microbiota · Fecal microbiota · Gut microbiota

· Obesity

서 론

장내미생물이 건강과 밀접하게 연관되어 있다는 수많은 연구들

이 보고되었다. 많은 연구들은 고지방-저섬유질 식단과 같은 건

강에 해로운 음식의 지속적인 섭취가 장내 불균형(gut dysbiosis)

을 유발하는 것을 보여준다[1]. 이러한 장내 불균형은 더 나아

가 숙주의 신진대사, 면역체계, 심지어 행동조절까지 영향을 준

다[2-4]. 단쇄지방산(Short chain fatty acid, SCFA)의 감소는 장

내 불균형의 기능적 손실을 나타내는 주요 지표로 사용되고 있

다[5]. 장내미생물과 비만의 연관성에 대해서는 연구가 잘 되어

있지만, 사용하는 방법론적 접근법은 연구마다 다르다[6]. 예를

들어, 마우스의 장내미생물생태와 인간의 장내미생물생태에서

일치하는 현상이 관찰되지만(Firmicutes/Bacteroidetes ratio의 증

가와 SCFA생성균 감소), 마우스와 인간의 장내미생물생태 차이

에 대해서 많은 보고가 되었다[7]. 장내미생물생태 분석 결과는
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실험동물의 종의 선택이나 동물실험 시설 내 환경 등에 의해

영향을 받는다[8]. 장내미생물생태 분석에는 16S rRNA 유전자

의 Variable region을 사용한다[9]. MiSeq reagent kit V2

(Illumina, San Diego, CA, USA) 시약이 개발되었을 때는 V4

region을 주로 분석하였고, MiSeq reagent kit V3 (Illumina)

시약이 개발되었을 때는 V3-4 또는 V4-5 영역을 주로 사용했

다. Variable region의 선택에 따라서 미생물생태 분석 결과가

다르게 나타났다[10]. 이러한 연구결과가 있음에도 불구하고 흥

미롭게도 장내미생물에 관한 연구들이 어떠한 샘플을 이용하여

수행하였는지에 대한 의문은 제기하지 않았으며, 샘플 종류에

따라서 미생물생태 분석결과가 달라질 수 있다. Stanley 등 은

닭의 분변과 맹장의 미생물생태는 비슷하지만 양적으로는 차이

가 있다고 보고하였다[11]. 또한, Panasevich 등 은 돼지의 맹장

과 분변에서의 미생물이 식단변화에 비슷한 반응을 보여서 밀

접한 연관성을 가지고 있다고 보고하였다[12].

인간의 맹장에서는 발효과정이 일어나지 않지만 마우스의 맹

장에서는 일어나며, Paneth 세포(항균제가 생산되는 세포)는 인

간의 맹장에는 분포하고 있지만, 마우스의 맹장에는 분포하지

않는다[13,14]. 이와 더불어, 다른 포유들과 다르게 마우스는 맹

장에 독특한 장내미생물이 있을 것으로 예상된다[15]. Kozik 등

은 대장염을 유발한 마우스에서 분변, 맹장, 점액 간 미생물생

태에 대한 뚜렷한 차이가 나타났다고 보고했다[16]. 또한, 마우

스의 분변 및 맹장 미생물생태를 분석했을 때 기능적 및 대사

적 차이가 나타난다는 것이 밝혀졌다[17]. 논의 비만이 ‘치료하

기 힘든’ 질병 중 하나로 인식되면서 항비만에 대한 연구가 많

이 수행되고 있다[18]. 이러한 연구들은 다수가 ‘장내’ 미생물생

태분석을 포함하고 있지만 이를 위해 어떤 종류의 샘플로 미생

물을 조사해야 하는지에 대한 기준은 없는 실정이다. 본 연구는

위와 같은 분변 미생물생태와 맹장 미생물생태 연구결과가 같

지 않다는 것을 시사한다. 또한, 많은 요인들이 연구 결과에 영

향을 줄 수 있지만, 비만과 관련된 장내미생물 연구에서 구분없

이 사용되고 있는 분변과 맹장에 초점을 두어 분석하였다. 따라

서, 본 연구에서는 일반 식이 또는 고지방 식이를 섭취한 마우

스의 다른 종류의 샘플(분변 및 맹장)을 이용한 장내미생물생태

분석을 통해 얻은 결과에 대해 집중적으로 논의하고자 한다.

재료 및 방법

동물실험 디자인

C57BL/6J 마우스는 6주령 수컷으로 다물 사이언스(Deajeon,

Korea)에서 구매하였다. 제주대학교 실험동물센터에서 사육을 진

행하였으며, 음용수는 자유롭게 공급하였다. 온도 22±2 oC, 상

대습도 50±5% 및 밤낮이 12시간 간격으로 조절되는 사육환경

에서 1주일 동안 적응기간을 가졌다. 순화과정을 마친 마우스

는 무작위적으로 두 그룹으로 나누어 사육하였다: (1) 정상 식

이 섭취 그룹(n =7) (Normal Diet, ND), (2) 고지방 식이 섭취

그룹( n=7) (High Fat Diet, HFD). 고지방식단 사료(HFD)는

DooYeol Biotech (Seoul, Korea)에서 구매하였으며, 12주간 사

육하였다. 분변샘플은 동물을 희생시키기 직전에 채취했으며, 실

험 종료 후 맹장을 적출하여 분변과 함께 DNA 추출 전까지 −80
oC에 보관하였다. 본 동물실험은 제주대학교 동물실험윤리위원

회로부터 승인을 받아 수행하였으며(승인번호: 2018-0018), 제

주대학교 동물실험윤리위원회 규칙 및 규정(실험동물에 관한 법

률 제15944호)에 따라 수행되었다.

DNA 추출 및 16S rRNA gene sequencing dsDNA는 장내

미생물생태 분석을 위해 맹장과 분변 각각 100-250 mg으로부터

QIAamp Power Fecal Pro DNA Kit (QIAGEN, Frederick,

MD, USA)를 이용하여 추출하였다. 모든 샘플의 DNA농도는 5

ng/µL로 맞추었으며, 농도를 균일하게 맞춘 DNA는 16S rRNA

유전자의 가변부위(Variable region) 중 V3-4를 증폭하기 위해

341F와 806R primer set을 이용하여 2 step PCR로 시행되었다

[19,20]. Illumina MiSeq (Illumina) 라이브러리 제작을 제조사의

프로토콜을 통해 수행하였으며, 마크로젠(Seoul, Korea)에 의뢰

하여 시퀀싱을 수행하였다.

위 과정을 통해 얻은 16s rRNA 유전체 데이터는 Mothur을

이용하여 분석하였다[21]. Mothur 내 ‘make.contigs’ 서브루틴은

pair-end 형태의 유전체 데이터에 포함된 염기서열을 합치는데

사용하였으며, ‘align.seqs’ 서브루틴은 SILVA database version

138을 기반으로 alignment을 수행하기 위하여 사용하였다[22].

오류로 인하여 생성된 염기서열을 수정 및 보완하기 위해서

‘pre.cluster’ 서브루틴을 사용했으며 ‘chimera.vsearch’ 서브루틴

을 이용하여 chimeric sequences를 선별하였다. Taxonomic

classification은 RDP database를 이용하여 수행하였다[23].

‘summary.single’ 서브루틴을 이용하여 α-diversity를 나타내기 위

해 Chao I를 통해 풍부도(species richness), Shannon을 통해

균등도(species evenness)를 계산하였다. β-diversity는 ‘dist.shared’

서브루틴을 이용하여 Bray-Curtis distance 기반으로 비교하였으

며, 이를 non-metric multidimensional scaling (NMDS)를 이용

하여 2차원적 그래프로 나타냈다.

통계처리

α-diversity 지표는 Wilcoxon signed-rank test 기반으로 분산 분

석(analysis of variance, ANOVA)을 사용하여 비교 분석하였고,

미생물생태 간 차이는 ‘amova’ 서브루틴으로 분자 분산 분석

(analysis of molecular variance, AMOVA)을 수행하여 측정하

였다. 두 그룹 간 미생물의 abundance 차이는 linear discriminant

analysis effect size (LEfSe)를 사용하여 계산하였으며, linear

discriminant analysis (LDA) 값이 3.0 이상이고 p-value가 0.05

이하를 기준으로 선발하여 나타냈다. Heatmap은 R software에

서 pheatmap package를 사용하여 나타냈다.

결과 및 고찰

Sequencing 결과

본 연구에서는 총 534,905 reads를 포함한 유전체 데이터를 이

용하여 미생물생태 분석을 수행하였다(최대 23,412 reads, 최소

14,657 reads). 모든 샘플들은 동일한 reads 수를 포함하도록 하

기 위하여 각 샘플로부터 10,000 reads를 임의적으로 선발하였

으며, 이러한 선발과정은 충분한 sequencing depth를 포함하고

있는 것을 확인하였다(Fig. S1). 또한, 모든 샘플은 Good’s

Coverage 분석에 대해서도 99% 이상을 나타냈다(data not

shown).
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α-diversity 비교분석

본 연구에서는 α-diversity를 기반으로 Chao index와 Shannon

index를 이용하여 종의 풍부도와 균등도를 각각 조사했다. 장내

미생물생태는 식단 처리와 샘플 종류의 차이(분변 또는 맹장)에

따라 확연한 차이가 나타났다. HFD 그룹의 장내미생물생태는

샘플의 종류에 관계없이 낮은 풍부도와 균등도를 나타냈다(Fig.

1). 또한, 결과에서 분변 미생물생태의 α-diversity가 맹장 샘플

의 미생물생태와 비교하여 유의하게 낮음을 확인하였다(p <0.05).

각 그룹의 compositional differences

Taxonomic composition은 phylum, family, genus 수준으로 나

타냈으며, family와 genus 수준에서 분명한 차이가 나타났다.

Phylum 수준에서 비교한 결과에서는 Actinobacteria가 맹장보다

분변에서 높은 abundance를 나타냈다(Fig. 2). Family 수준에서

ND 그룹은 Muribaculaceae가 HFD 그룹에서는 Bacteroidaceae

가 각각 높은 abundance를 나타냈다. 샘플 종류에 따라 비교했

을 때는 Lactobacillaceae는 맹장에 비해 분변에서 상대적으로

많이 나타났다. 또한, Genus 수준에서 비교했을 때는 분변에서

는 Faecalibaculum가 맹장에서는 Lactobacillus가 각각 보다 많

이 존재하는 것으로 나타났다. Duncaniella는 ND 그룹에서 보

다 많았고, unclassified_Bacteroidaceae는 HFD 그룹에서 보다

많음을 확인하였다. Bray-Curtis 거리 기반 β-diversity에서는 샘

플 종류 보다 식이 조절 그룹 간 차이를 보다 명확하게 확인할

수 있었다(Fig. S2).

식이 조절 그룹 간 Differential abundance 분석

각 식이 투여 그룹 내에서 샘플 종류에 따라 abundance 차이

를 나타내는 genera를 Table 1에 요약했다. Table 1은 식이 종

류에 상관없이 맹장에서는 6 종, 분변 샘플에서는 4종의 genera

가 높은 abundance를 나타내는 것을 보여준다. 그에 반하여 14

종의 genera는 식이 조절에 따라 분변-맹장 간 abundance 차이

를 나타냈다. ND 섭취는 맹장에서 Bacteroidacea에 속하지만

달리 분류되지 않는 미생물의 abundance를 증가시켰으나 HFD

섭취는 분변에서 증가하는 것을 확인하였으며, Duncaniella는

그와 반대로 나타났다. 4종의 genera는 ND그룹의 분변에서만

증가하였으나 HFD 그룹의 분변에서는 증가하지 않았다. 이러

한 결과와 대조적으로 HFD 그룹에서만 맹장에서 5종, 분변에

서 2종의 genera가 보다 높은 abundance를 나타냈다. Table 2

는 각 샘플 종류 내에서 식이 조절에 따라 abundance 차이를

나타내는 genera를 요약하였다. ND 섭취는 10종, HFD 섭취는

7종이 맹장과 분변에서 동일하게 증가했다. 반면, HFD는

Bacteroides를 맹장에서는 감소시키고 분변에서는 증가시켰다.

HFD는 맹장에서 2종을 감소시키고, 분변에서 6종의 genera가

증가했다. 마찬가지로, 6종의 genera는 분변 샘플에서만

abundance 차이를 나타냈다.

많은 연구들이 분변과 맹장 샘플로 장내미생물생태를 조사했

다. 본 연구에서 ND 또는 HFD를 섭취한 마우스의 분변 및 맹

장 샘플을 이용하여 장내미생물생태를 비교했다. 이렇게 두 가

지 샘플로부터 얻은 미생물군집은 “장내미생물”로 동일하게 간

주됐으며, 이로부터 얻어진 미생물생태 분석 결과는 유사한 것

으로 생각되었다. Kozik 등 은 분변과 맹장 간 장내미생물이

염증 유도 후에 뚜렷하게 달라지는 것을 밝혔다[24]. 식이 조절

에 의해서 abundance가 달라지는 미생물들은 종종 병리학적 특

성이 있는 것으로 간주되며[25], 그 중에서도 프로바이오틱스와

SCFA를 생산하는 미생물들이라고 할 수 있다[26].

본 식이 조절에 관한 연구는 HFD를 섭취하는 것이 맹장과

분변에서 미생물 종의 풍부도와 균등도를 모두 낮추는 것을 보

여준다[27]. 장내미생물생태의 α-diversity는 식이 종류에 상관없

이 분변 샘플과 비교하여 맹장 샘플에서 높은 것을 확인했다.

식이 조절은 예상과 같이 분변과 맹장의 장내미생물생태를 많

이 변화시켰다[28]. 그러나, 이러한 장내미생물생태 변화는 분변

과 맹장에서 서로 다른 결과를 나타냈으며, 그러한 차이는 숙

주 대사 기능에 기여하는 것으로 알려진 일부 중요한 장내미생

물 변화를 포함한다[29]. 예를 들어, Bifidobacterium은 HFD 그

Fig. 1 Alpha-diversity comparison between groups for species richness

(A) and evenness (B). * and ** indicate p <0.05 and p <0.01, respectively.

C_ and f_ indicate cecal and fecal microbiota, respectively, while ND and

HFD indicate normal diet and high fat diet, respectively
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Fig. 2 Bacterial composition analysis at the phylum (A), family (B), and genus levels (C). C_ and f_ indicate cecal and fecal microbiota, respectively,

while ND and HFD indicate normal diet and high fat diet, respectively 
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룹의 맹장 샘플에서만 증가했다. 몇몇 프로바이오틱스와 SCFA

생산 미생물은 분변과 맹장의 미생물생태에서 abundance차이가

나타나기 때문에 이러한 미생물에 대해 식단조절이 미치는 영

향은 다양할 수 있다[30]. 본 연구에서는 Faecalibacterium과

Bifidobacterium은 맹장 샘플에서 abundance가 높은 반면

Lactobacillus와 Alistipes는 분변 샘플에 보다 abundance가 높다

는 것을 확인했다(Table 1). Faecalibacterium 은 butyrate를 생

성하는 균으로 가장 잘 알려져 있는데 HFD 그룹의 분변에서

감소되었으나, 맹장 미생물생태에서는 유의한 차이가 관찰되지

않았다. 반면, Ruminococcus 및 Akkermansia와 같이 잘 알려진

장내미생물들의 abundance는 식이 종류가 다르더라도 분변 및

맹장의 장내미생물생태에서 동일한 경향을 보였다(Table 2). 따

라서, 식이 변화는 분변과 맹장의 미생물생태에 동일한 영향을

주지는 않는다는 결론을 내릴 수 있다. 장내미생물생태의 β-

diversity 결과에서 식단이 미치는 영향은 샘플 종류의 차이(맹

장 및 분변)보다 더 큰 것으로 보인다(Fig. S2). 하지만, 같은

식단을 섭취한 그룹의 분변과 맹장에서도 유의적인 차이가 나

기 때문에 샘플 종류에 따른 영향을 배제할 수는 없다(Table

S1). 본 연구결과를 종합해보면 미생물생태분석 결과는 식단 및

샘플 종류 모두 고려하여 수행하고, 유의하여 해석되야 한다.

초 록

비만은 우리 건강에 악영향을 미치며, 비만율은 전 세계적으로

증가하고 있어 그에 따라 비만을 예방하기 위한 많은 연구들이

진행되고 있다. 최근, 비만과 장내미생물 간의 상관관계가 많이

Table 1 Comparison of differentially abundant genera between cecal and

fecal microbiota. Letters, “C”, “F” and “-” indicate higher in the ceca,

higher in feces, and not different, respectively. Linear discriminant

analysis effect size (LEfSe) analysis was used to detect the differentially

abundant genera between cecal and fecal microbiota, that was filtered

linear discriminant analysis (LDA) score >3 and p-value <0.05

Differentially abundant genera
Animals fed:

Normal diet High fat diet

Bacteroidaceae_unclassified C F

Parabacteroides C -

Duncaniella F C

Helicobacter F -

Clostridiales_unclassified F -

Parasutterella F -

Deltaproteobacteria_unclassified F -

Lachnospiraceae_unclassified - C

Mailhella - C

Acetatifactor - C

Clostridium_XlVa - C

Dysosmobacter - C

Bacteroides - F

Anaerotignum - F

Faecalibaculum C C

Muribaculaceae_unclassified C C

Bifidobacterium C C

Ruminococcaceae_unclassified C C

Olsenella C C

Desulfovibrionaceae_unclassified C C

Lactobacillus F F

Alistipes F F

Limosilactobacillus F F

Ligilactobacillus F F

Table 2 Comparison of differentially abundant genera between dietary

treatments. Letters, “ND”, “HFD” and “-” indicate higher in normal diet,

higher in high fat diet, and no difference between diets, respectively.

Linear discriminant analysis effect size (LEfSe) analysis was used to

detect the differentially abundant genera between dietary treatments, that

was filtered linear discriminant analysis (LDA) score >3 and p-value

<0.05

Differentially abundant genera
Microbiota in

Ceca Feces

Bacteroides ND HFD

Anaerotignum ND -

Kineothrix ND -

Bifidobacterium HFD -

Helicobacter HFD -

Acetatifactor HFD -

Bacteria_unclassified HFD -

Mucispirillum HFD -

Dysosmobacter HFD -

Faecalibaculum - ND

Sutterellaceae_unclassified - ND

Deltaproteobacteria_unclassified - ND

Ligilactobacillus - HFD

Bacteroidales_unclassified - HFD

Parabacteroides - HFD

Lachnospiraceae_unclassified ND ND

Muribaculaceae_unclassified ND ND

Duncaniella ND ND

Limosilactobacillus ND ND

Clostridiales_unclassified ND ND

Prevotellaceae_unclassified ND ND

Ruminococcus ND ND

Paramuribaculum ND ND

Parasutterella ND ND

Muribaculum ND ND

Bacteroidaceae_unclassified HFD HFD

Akkermansia HFD HFD

Flintibacter HFD HFD

Mailhella HFD HFD

Phocaeicola HFD HFD

Clostridium_XVIII HFD HFD

Streptococcus HFD HFD
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보고되고 있다. 장내미생물생태를 조사하기 위한 샘플은 분변

또는 맹장을 선택하고 있는데, 샘플 유형(분변 및 맹장)에 따라

미생물생태 결과에 미치는 영향에 대한 일반적인 이해가 없는

실정이다. 본 연구에서 마우스를 고지방 식이 섭취로 비만을 유

발하여 식이 조절에 따른 분변 및 맹장의 장내미생물생태를 비

교했다. 일반 식단(ND) 및 고지방 식단(HFD)은 6주령 ICR 마

우스가 12주 간 섭취하도록 하였으며, 분변 및 맹장 샘플로부

터 추출한 DNA에서 16S rRNA 유전자를 증폭하여 MiSeq으로

시퀀싱했다. α-diversity 결과는 식이 조절과 샘플 종류에 따라

장내미생물생태가 크게 영향을 받는다는 것을 보여준다. 분변과

맹장의 장내미생물생태의 taxonomic composition의 차이는

Family, Genus 수준에서 명확하게 확인되었다. Genus 수준에서

Faecalibaculum과 Lactobacillus는 맹장과 분변 샘플에서 각각

많은 것으로 나타났다. 일반적으로, 식단의 종류는 식이 조절을

적용한 연구 모델에서 샘플의 출처보다 미생물생태 변화에 더

상당한 영향을 미친다. 그러나, 장내미생물생태 분석 결과는 식

단과 샘플의 종류(분변/맹장)를 모두 고려하여 신중하게 해석되

어야 한다.

Keywords 뱅장 · 분변 · 비만 · 장내미생물
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