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1. 서 론1)

바이오필름(biofilm)은 고체 표면에 미생물들이 부착

하여 성장하면서 분비하는 중합체(EPS; extracellular 

polysaccharide)로 알려져 있으며(Kim et al., 2011; 
Jahid et al., 2012; Kang et al., 2019), 미생물이 바이오

필름을 형성하면 표면에 강하게 부착되어 제거가 어려울 

뿐만 아니라, 외부의 자극으로 부터 스스로를 보호하게 
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Abstract
In this study, we investigated the effects of indole on biofilm formation inhibition in Pantoea agglomerans (P. 

agglomerans). In the biofilm growth assay, indole inhibited biofilm formation across all the growth time. Depending on 
biofilm growth stage, indole exhibited biofilm inhibition and anti-bacterial effects on planktonic cells. Through the analysis of 
the proportion rate between biofilm and Colony Forming Units (CFU) and inhibition rate of indole, we confirmed that 
depending on the biofilm stage of P. agglomerans, indole treatment timing was more important than the treatment duration. 
By comparing gene expression rates through rt-qPCR P.agglomerans affected by indole was found to  significantly change 
quorum sensing (pagI/R) and indole transportation (bssS) gene expressions. Throughout all, indole exhibited both 
antimicrobial and anti-biofilm effects on P. agglomerans. In addition, we confirmed the anti-biofilm effects of indole on 
mature biofilm. In conclusion, indole as a signal molecule, can exhibit anti-biofilm effects through bacterial quorum sensing 
inhibition and indole affects. Therefore, indole can regulate biofilm bacteria especially gram-negative opportunistic 
pathogens.
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되어 유해 미생물 제거에도 영향을 미친다(Jacque et al., 
2010; Kang et al., 2019). 특히 바이오필름을 형성하지 

않고 부유하는 planktonic 상태와는 달리, 미생물에 형

성된 바이오필름은 항생물질에 대한 내성이 500배에서 

1000배까지 증가하기 때문에 생태 환경학적으로 유해 

미생물 제거를 위한 과정의 어려움으로 인해 효과적인 

유해 미생물 억제에 심각한 문제를 일으킨다(El-Azizi et 
al., 2005; Choi et al., 2011; Kang et al., 2019). 이러한 

결과는 인간을 포함한 다양한 동·식물과 관련된 질병의 

예방 또는 치료를 어렵게 만드는 요인으로 작용한다.
Pantoea agglomerans (P. agglomerans)는 그람 음성

균으로 토양 및 농업환경에 널리 분포되어 식물성 병원균

으로 작용하며, 사람에게는 기회성 병원균(opportunistic 
pathogen)으로 감염증을 유발한다(Dutkiewicz et al., 
2016). 농업환경에서 P. agglomerans는 목화(Gossypium 
hirsutum), 양파(Allium cepa)와 완두콩(Lathyrus 
maritimus)의 식물병을 유발해 작물의 생산량 감소를 

일으킨다(Dutkiewicz et al., 2016). 특히, 한국을 비롯

한 쌀을 주식으로 하는 나라에서 벼(Oryza sativa) 잎에 

병해를 유발하여 농업형질의 악화 및 수량성을 떨어뜨리

는 주된 요인으로 작용한다. P. agglomerans의 제거는 

환경적 측면에서 중요시 다루어 지지만 바이오필름 형

성으로 인하여 항생물질 또는 화학물질에 의한 내성을 

증가시켜 미생물의 제거를 어렵게 만든다는 어려움이 

있다(Choi et al., 2011; Dutkiewicz et al., 2016; 
Velmourougane et al., 2017).

미생물들의 생육에서 환경학적으로 피해를 주는 바이

오필름 형성은 쿼럼센싱(quorum sensing)을 통하여 조

절할 수 있다는 연구결과들이 최근 들어 주목을 받고 있

다. 쿼럼센싱은 미생물 간의 의사소통방식(signaling 
communication)으로(Wai-Leung and Bassler, 2009), 
그람 음성균과 양성균은 서로 다른 방식으로 신호전달

물질을 분비한다. 일반적으로 그람 음성균은 AHL 
(acyl homoserine lactone)을, 그람 양성균은 AIPs 
(autoinducing peptide)를 각각 분비하는 것으로 알려져 

있다(Miller and Bassler, 2001). P. agglomerans 또한 

다른 그람 음성균과 마찬가지로 AHL을 신호전달 물질

로 사용한다(Jiang et al., 2015). 미생물 밀도가 특정 수

준 이상 되었을 때, 이에 따른 신호전달물질의 인식으로 

인해서 미생물 발광(Miyashiro and Ruby, 2012), 병원

성(Rutherford and Bassler, 2012), 바이오필름 형성(Li 
and Tian, 2012) 등의 활동이 이루어진다. 이에 따라 쿼

럼센싱의 조절기작을 통하여 미생물간의 의사소통을 차

단을 통한 바이오필름 형성을 조절하는 쿼럼퀜칭

(quorum quenching)에 대한 연구의 관심이 증가하고 

있다(Paluch et al., 2020). 
인돌(indole)은 분자식 C8H7N인 방향족 헤테로 고리 

유기 화합물이다. 자연계에 존재하는 인돌은 재스민과 

같은 일부 식물의 꽃에 들어있는데 indole-3-carbinol 같
은 인돌유래의 물질은 브로콜리, 양배추, 케일, 십자화과 

농작물에도 존재하며, 다양한 세균들에 의해 생성될 수 있

다. 또한 인돌은 필수 아미노산인 트립토판(tryptophan)
의 대사산물로 우리 몸의 장 속에서 생산되어 세로토닌

의 전구물질로 작용한다. 세포 간 신호 분자로서 인돌은 

포자 형성, 플라스미드의 안정성, 약물에 대한 내성, 생물

막 형성, 독력 등을 포함한 세균 생리의 다양한 측면들을 

조절한다(Lee and Lee, 2010; Kim and Park, 2013; 
Kim and Park, 2015). 최근에는 인돌 유래의 화학 성분

이 포유동물의 생명을 연장시키는 잠재적인 효과가 있다

는 새로운 연구결과가 발표되었다. 예쁜 꼬마선충 

(Caenorhabditis elegans)을 대상으로 한 연구에서 인

돌은 기대수명을 크게 높이지는 않았으나 건강수명은 연

장시키는 것으로 나타났다. 선충에서와 마찬가지로 실험

쥐의 경우에도 인돌을 생산하는 실험쥐는 나이가 들어서

도 젊음을 유지했고 건강 체중과 활동성을 유지하는 등 

인돌 생산은 생명을 연장시켜주는 것으로 나타났다(Lee 
et al., 2017; Robert et al., 2017). 이러한 결과는 인돌의 

다양한 생리·생화학적 기능적 특성을 보여주며, 미생물

을 포함한 다양한 인돌 관련 연구 분야의 중요성을 제시

한다. 
이전의 연구에서, 대장균 Escherichia coli (이하 E. 

coli)에서의 바이오필름 형성과정에서 발현이 변화된 

yliH (bssR), yecP (bssS) 두 유전자는 미생물의 운동성 

조절(motility regulation)에 관여하는 단백질을 코딩한

다. 두 유전자의 기능이 제거(gene deletion)된 돌연변이

주(mutants)는 야생형(wild type)에 비해 바이오필름 형

성량(biofilm mass; 240-290배), 표면 커버리지(surface 
coverage; 16-31배) 및 평균두께(mean thickness; 
2,800배)를 각각 증가시키는 것으로 알려져 있다. 또한, 
대장균의 두 유전자의 돌연변이주(yliH, yceP mutants)
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에서의 내·외적으로의 인돌 농도의 감소는  바이오필름 

형성을 50-140배까지 증가시켰다(Domka et al., 2006). 
이러한 결과는 인돌과 바이오필름형성 억제의 상관관계

를 보여준다. 따라서, 본 연구에서는 농작물에 피해를 주

는 그람 음성균인 P. agglomerans에서 외부적으로 인돌

에 의한 바이오필름 형성 억제를 처리 시간에 따라 분석

하였으며, 바이오필름  형성 억제와 관련된 쿼럼센싱 신

호전달물질인 AHLs 합성 및 결합 유전자(pagI/R) 인돌 

수송 유전자(bssS)의 발현을 비교 분석하였다. 이를 통

해, 농작물의 식물병을 유발하는 P. agglomerans의 바

이오필름 형성을 조절하는 후보물질로서 인돌에 대한 기

초적인 지식 확립에 따른 농업 생태계의 식물방제를 조

절 할 수 있는 기초자료를 마련하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 사용 균주 빛 배지

P. agglomernas (KACC 15275; ATCC 27155) 균
주는 농촌진흥청 국립농업과학원 씨앗은행에서 분양받

아 사용하였다. 균주는 LB(Luria-Bertani) broth 
medium에서 30℃에서 배양하였으며, 차후 실험에서도 

동일한 배지 및 온도에서 수행하였다. 

2.2. 시간에 따른 바이오필름 및 planktonic 상태형성

시간에 따른 바이오필름 형성 및 인돌의 영향을 확인

하기 위해 균주 접종 후 48 h 동안  6 h 간격으로 실험을 

진행하였다. 96-well plate (Corning. USA)에 배양한 

균주를 well당 200 µL (1×107 cells/mL)로 분주 후 인

돌을 처리하지 않은 대조군(contol)과 1 mM 최종농도의 

인돌 처리된 실험군으로 나누어  인돌 처리 시간에 따른  

바이오필름 형성 영향 유무를 확인하였다. Planktonic 
상태는 균주가 표면에 부착하지 못하도록 180 rpm으로 

흔들어 주며 배양했다. 이번 연구에 대한 모식도를 Fig. 1
에서 나타내었다.

2.3. 흡광도를 이용한 바이오필름 측정

바이오필름 형성 측정은 이전에 보고된 O'Toole G.A 
(2011)의 바이오필름 assay를 일부 수정해서 사용하였

다. 96-well plate에 바이오필름만 측정하기 위해 배양액

만을 간단하게 버린 후, 표면에 미세하게 붙어있는 

planktonic cells을 제거하기 위해 웰(well)당 PBS로 3
회 수세하였다. 이후 웰 당 0.1% crystal violet 
(Sigma-Aldrich, USA) 용액 225 µL을 넣은 후 15분간 

정치배양 후  PBS로 5회 수세하였다. 이 후 상온에서 8 h 
동안 건조한 샘플은 30% acetic acid (Sigma-Aldrich, 
USA) 용액 225 µL을 넣어준 후 15분간  정치 배양하였

다. 이후 SPECTROstar Nano (BMG LABTECG)로 

600 nm에서 흡광도(optical density)값을 측정하였으며, 
30% acetic acid 용액을  normalization (또는 blank)을 

위해  사용하였다.

2.4. 바이오필름 내의 생균 수 비교

인돌의 바이오필름 형성 억제능은 바이오필름 내부의 

생균수 측정을 통해서 확인하였다. 13 mL falcon tube
에서 초기접종 농도는 1 × 107 cells/mL 로 보정하였다. 
30℃에서  정치배양하면서 특정시간에 샘플링 후 cell 
pellets를 PBS로 2회 수세 후 동일한 buffer solution에 

현탁한 cell pellets은  1분간 vortex 및 sonication을 

Fig. 1. A schematic diagram of biofilm growth and indole treatment time-course. Abbreviation: 8I_6, 8 h biofilm 6 h indole 
treatment; 18I_6 , 18 h biofilm 6 h indole treatment; 18I_6, 18 h biofilm 6 h indole treatment. 
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통해 cell aggregation을 최소화하였다. 이 후 적절한 LB 
broth로 적절히 희석 후 LB agar plate에 도말 후 자란 

균 집락을 세어 주었다. 바이오필름 내의 생균수 비율 및 

inhibition rate는 이전에 보고된 문헌을 참고하여 산출

하였다(Mitra and Jens, 2016).

Biofilm proportion percentage (BP) 
= [CFU biofilm/(CFU biofilm + CFU planktonic)] 
   × 100
Percentage inhibition 
= [CFU Negative control – CFU Indole 
    /CFU Negative control] × 100

2.5. Real-time qPCR (RT-qPCR)을 통한 유전자 발현 

비교

초기접종 농도는 1 × 107 cells/mL의 농도로 LB broth 
배지에 접종 후 30℃에서 배양하였다. 측정시간대에서 

샘플링 후 원심분리(centrifugation; 10,000 × g, 4℃, 20 
min)를 통해서 균주 침전물만을 회수하였다. 회수된 cell 
pellets은 즉시 액체질소에 담군 후 차후 실험을 위해 –8
0℃에서 보관하였다. Cell pellets으로부터의 total RNA 
추출은 MiniBEST Universal RNA Extraction Kit 
(Takara, Japan)의 매뉴얼(manufacturer’s instructions)
에 따라서 수행하였다. cDNA는 PrimeScript 1st cDNA 
Synthesis Kit (Takara, Japan)을 통해 합성하였다. 합성

된 cDNA를 주형으로 하여 SYBR master mix (Thermo 
fisher, USA)를 통해 RT-qPCR 분석을 수행하였다. 
PCR 조건은 이전에 보고된 문헌을 참고하였으며

(Kenneth and Thomas, 2001), 16S rRNA 유전자는 

housekeeping control로 사용되었다.

2.6. 통계분석

모든 실험은 최소한 3회 이상 반복 수행하였으며, 
GraphPad Prism 8.0(GraphPad software, USA)을 이

용하여 통계분석을 수행하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 인돌의 P. agglomerans의 바이오필름 생성 조절

P. agglomerans는 Enterobacter agglomerans로 명명

된 Enterobaceriace에 속하는 균주이다. P. agglomerans

는 식물과 동물 등 자연계에서 흔히 발견되는 그람 음성

세균(gram-negative bacteria)이다. P. agglomerans의 

기작 중의 하나로 P. agglomerans는 병원성 섬

(pathogenicity island; PAI)을 지니는 플라스미드

(plasmid)를 획득하여 Hrp 의존성 및 숙주 특이적인 
종양 형성 병원체(Hrp-dependent and host-specific 
tumorigenic pathogen)를 지니고 있다. PAI는 유전적으

로 다양한 P. agglomerans 개체에서 분포하는 IncN 계
열의 반복 플라스미드(iteron plasmid)에서 진화하였으

며, PAI의 구조는 최근에 새롭게 진화한 병원체의 출현

을 뒷받침하기도 한다(Barash and Manulis-Sasson, 
2009). 따라서, P. agglomerans 유래 새로운 박테리아 

병원체의 출현을 억제하기 위한 하나의 방법으로써 P. 
agglomerans 균주의 바이오필름 병리 적응 매커니즘도 

관련될 수 있지만, 수평적 유전자 전달의 억제도 매우 중

요하다. 이러한 배경 하에 본 연구는 인돌에 의한 P. 
agglomerans의 바이오필름의 억제에 따른 개체수 조절

에 대한  연구이다.
Crystal violet assay를 통한 인돌에 의한 바이오필름 

기반 균주의 개체수 변화를 흡광도를 통해 모니터링 하

였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이, 접종 후 12 h 전까지는 

대조구와 1 mM 또는 2 mM 의 인돌이 첨가된 실험군에

서 흡광도 값이 크게 차이를 보이지 않았다. 그러나 12 h 
이후부터 대조구와 실험군에서 미세한 변화를 보이다가 

18 h 이후부터 흡광도 값의 시각적인 차이가 나타나기 

시작했다. 접종 후 30 h 이후부터는  48 h까지 대조군에

서 완전한 지수기 성장(exponential growth)을 보였다. 
반면에, 1 mM 또는 2 mM 의 인돌이 첨가된 실험군에서는

Fig. 2. P. agglomerans biofilm growth rate on indole 
concentrations.
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48 h 동안 흡광도 값의 차이가 거의 없었으며, 지연기

(lag phase)에 머물러 있었다. 1 mM 또는 2 mM 의 인

돌이 첨가된 실험군에서 흡광도  값의 뚜렷한 차이점이 

없어 차후의 실험에는 1 mM의 인돌을 사용하였다. 
Fig. 2의 결과를 바탕으로 개체수에 따른 인돌의 바이

오필름 형성의 상관관계를 시간에 따라 분석하였다. 실
험군의 결과에서 인돌의 유무에 따른 대조군이나 실험군

에서 접종 후 8 h까지는 지연기 상태를 유지하였으며, 18 
h부터는 실험군에서 초기 지수기(early log phase)에  진

입하였다. 지수기로의 진입은 개체수의 급속한 상승을 

나타낸다. 이러한 결과를 토대로 지연기와 초기 지수기

의 해당하는 8 h과 18 h에 초점을 맞추어 분석을 진행하

였다. 초기 8 h째에서는 인돌의 유무에 상관없이 대조군

이나 인돌을 처리한 실험군에서의 바이오필름 내의 개체

수 변화는 뚜렷하게 나타나지 않았다. 물론 바이오필름 

내의 개체수보다 부유군에서의 흡광도 값이 훨씬 높음을 

알 수 있다. 그러나 부유군(planktonic)에서는 대조구에 

비해 인돌을 처리한 실험구에서의 흡광도 값이 대략 

1.25배 정도 낮게 나타났다(Fig. 3). 
다음으로, 접종 후 초기 지수기에 해당하는 18 h에서

의 인돌 처리의 유무에 따라 부유군과 바이오필름 내에

서의 개체수 변화를 모니터링 하였다. 인돌을 처리한 대

조군(control)과 실험군(indole)의 부유군(planktonic)
이나 바이오필름(biofilm) 내의 개체수의 변화는 뚜렷하

게 나타났다. 뚜렷한 개체수 변화양상은 바이오필름의 

대조구와 인돌을 처리한 실험군(인돌 처리군)에서 나타

났다. 인돌을 처리하지 않은 대조구에서는 흡광도 값이 

거의 0.9에 준하는 값에 이르렀으나, 인돌을 처리한 실험

군에서는 흡광도 값이 거의 0.1 수준에 머물렀다. 다른 

한편으로, 부유군(planktonic)에서의 대조군과 인돌을 

처리한 실험군에서도 흡광도 값의 유의미한 변화를 보였

다. 인돌을 처리하지 않은 대조군의 흡광도 값은 거의 

1.5에 도달하였으나, 인돌을 처리한 실험군의 흡광도 값

은 대략 1.0 내외에 있었다. 부유군(control)이나 바이오

필름(biofilm) 내의 인돌처리 시간에 따른 흡광도 값은 

거의 차이가 나지 않는 것으로 보아 인돌의 처리 시간은 

크게 중요하지 않음을 나타낸다(Fig. 4). 외재적인 인돌 

처리는 P. agglomerans 균주의 개체수 조절(population 
control)에 따른 바이오필름 형성을 컨트롤한다는 것을 

나타낸다. 
서론부분에서 언급한 바와 같이 E. coli에서의 미생물

의 운동성 조절(motility regulation)에 관여하는 단백질

을 코딩하는 유전자의 결핍(yliH△, yceP△)은 바이오필

름 형성능을 수십 배 이상 증가시켰으며, 세포 내의 인돌 

농도도 현저히 감소했다. 동일한 변이주에서의 외재적인 

인돌의 주입은 바이오필름의 형성능을 야생형(wild 
type)의 수준까지 회복시켰다(Domka et al., 2006). 이
러한 결과를 종합하면, 현재의 결과는 P. agglomerans
에서 인돌의 주입은 세포의 개체수를 조절을 통한 항균

효과임을 제시한다. 나아가서 항균효과에 따른 바이오필

름 생성능의 억제를 유발함을 암시함과 동시에, 바이오

필름 형성은 미생물의 개체수가 일정 수준에 도달해야 

함을 의미한다. 
인돌의 planktonic 상태에서의 bacteria 성장 억제는 

Fig. 3. Biofilm and planktonic growth on indole 
concentrations at early stage (8 h).

Fig. 4. Biofilm and planktonic growth on indole 
concentrations at middle stage (18 h). 
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같은 그람 음성균인 Xenorhabdus nematophilus에서의 

항균작용과 같았다(Sunder and Chang, 1993). 이를 통

하여 인돌의 P. agglomerans 바이오필름 성장 억제가 

군집 성장 초기에 균 밀도가 모자라 쿼럼센싱에 도달하

지 못하여 바이오필름 생성이 제대로 되지 않을 것이라 

추측된다.

3.2. CFU를 통한 인돌의 항균능에 따른 바이오필름 

내의 개체수 비교 분석

인돌의 항균능에 따른 바이오필름 내의 개체수 변화

를 먼저 흡광도의 변화를 통해 분석하였다. 그러나 흡광

도 값을 기반을 둔 결과에는 매우 중요한 단점이 존재한

다. 즉, 생균과 사균의 구별이 어렵다는 것이다. 이러한 단

점을 극복하고자 Colony Forming Units (CFU)를 도입

한 생균수를 측정하였다. 인돌의 처리 유무에 따른 개체

수 변화는 흡광도 값과 유사한 결과를 보였다. 8 h째에서

의 샘플에서 부유군(planktonic)에서의 대조군(control)
과 인돌 처리 실험군(indole)에서의 개체수는 대조군이 

실험군보다 약 1.4배 정도 높았다. 반면에 바이오필름 내

의 대조군과 실함군에서의 개체수는 차이점이 나타나지 

않았다(Fig. 5). 18 h째 샘플에서는 부유군과 바이오필

름 내의 대조군과 인돌 처리 실험군에서의 개체수 변화

는 뚜렷한 차이점을 보였다. 인돌을 처리하지 않은 부유

군과 바이오필름 내의 개체수는 인돌을 처리한 군(부유

군 및 바이오필름군)과의 비교 시에 현저히 증가하였다. 
즉 대조군 내의 부유군과 바이오필름 내의 개체수는 인

돌을 처리한 군보다 약 10배 이상 높았다. 위에서 언급한 

바와 같이 생균수 결과에서도 인돌의 처리 시간은 개체

수 변화의 중요한 요인이 아님을 보여주었다(Fig. 5.). 생
균수의 결과와 흡광도 분석 결과 사이에는 미세한 차이

가 존재할지라도 대조군보다 인돌을 처리한 실험군에서 

개체수가 감소하는 양상은 같았다. 
다음으로, 대조군과 인돌을 처리했을 때의 biofilm 

proportion rate (BP) 및 저해율(inhibition rate)도 흡광

도 및 생균수 결과와 크게 다르지 않았다. 두 시간대 모두

(8 h 및 18 h) 인돌을 첨가해 주었을 때 BP가 감소하였

다. 8 h대보다 18 h에 바이오필름 저해율이 더 큰 것을 

확인할 수 있었다(Table 1). 이것은 바이오필름의 형성 

조건이 개체수에 비례하며, 일정한 농도 이상의 개체수

에 도달했을 때 바이오필름의 효과가 나타난다는 것을 

보여준다. 바이오필름의 형성 사이클은 크게 5 단계로 나

뉘는데 다음과 같다. 부유 세균의 생체표면 부착, 세균의 

응집 및 끈적이는 물질 분비, 바이오필름 형성, 3차원적인 

Fig. 5. Colony forming units (CFU) of planktonic and biofilm 
on indole concentrations at early stage (8 h). 

Fig. 6. Colony forming units (CFU) of planktonic and biofilm 
on indole concentrations at middle stage (18 h).

Time BP Control BP Indole Inhibition rate 

8 h 47.941  37.238 22.325 

18 h 25.856 5.109 14.150 80.238 45.270 

Table 1. Biofilm proportion rate (BP) against indole 
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성장을 통해 성숙한 바이오필름 형성, 그리고 임계량에 

도달한 다음 부유 세균의 방출이다. 이러한 바이오필름

의 유도인자(inducer)로는 영양상태, 침투압, pH, 이온

강도, 산소분압, 온도 등이 있다(O'Toole et al., 2000; 
Rabin et al., 2015; Hall and Mah, 2017; Koo et al., 
2017). 미생물이 바이오필름을 형성하는 이유는, 미생물

은 세포사이에 상호 커뮤니케이션을 해서 자기기능을 제

어하여 환경변화에 적응하는 본능을 가지고 있는데, 영
양조건 등 특정의 환경요인 변화에 따라 바이오필름의 

형성을 시작하며, 형성 요인은 다양해서 그램 음성세균

은 부영양 조건에서 바이오필름을 형성하고 신선한 영양

이 공급되는 한 성장을 계속하다가, 영양상태가 결핍되

면 일부가 부유 상태로 되어 좋은 환경을 찾아서 이동한

다(Hall and Mah, 2017; Koo et al., 2017). 또한, 세균

이 극한 환경 등 생물권 전체에 생존할 수 있는 이유는 다

양한 물질대사 경로(different metabolic pathway)와 유

전학적 형질의 유연함(genetic rearranagement) 때문이

다. 이러한 적응능력의 중요요소 중 하나는 편모운동이

나 고체표면에 간단하게 수축하거나 활주함으로서 증식

에 적합한 장소로 이동하여 안착하는 메커니즘이며, 또 

하나는 응집과 부착메커니즘으로 세포가 응집하여 침강

율과 세포 간 상호작용이 증진되고 부착에 의해 고체표

면에 정착하고 커뮤니티를 형성해서 집단으로 생리생태

학적 다양성을 얻게 되는 것이다(Solano et al., 2014; 
Roy et al., 2018). 미생물은 단독으로 존재할 수도 있으

나, 대부분은 바이오필름의 형태로 존재하는데 이는 세

균에게 가장 효율적인 서식 형태이며, 집단 형성에 의해

서 화학물질 매개의 커뮤니케이션 뿐 아니라, 접촉함으

로서 주변 환경을 인지하고 유전자 발현이나 대사 활성

을 제어하여 커뮤니티로서 개개 세균의 역할을 부여하고 

있다(O'Tooleet al., 2000; Solano et al., 2014; Hall 
and Mah, 2017). 따라서, 현재의 결과는 인돌 처리에 따

른 P. agglomerans 균주의 개체수 감소를 초래함으로써 

바이오필름 형성능을 억제한다는 것을 제시한다. 즉, 바
이오필름 기반  집단 형성에 있어 인돌물질 매개의 커뮤

니케이션을 통해, 주변 환경을 접촉·인지하여 유전자 발

현이나 대사 활성을 제어하여 커뮤니티로서 개개 세균의 

역할을 차단함을 보여주는 결과라고 판단된다. 바이오필

름 형성 사이클에 비추어 보면, 현재의 결과는 부유 세균

의 생체표면 부착, 세균의 응집 및 끈적이는 물질 분비까

지는 가능하리라 판단되나, 추후 관련 연구의 필요성이 

남아 있다.

3.3. 유전자 발현 통한 인돌의 P. agglomerans의 바이

오필름 생성 억제능 

다음으로, 인돌이 세포 내의 어떠한 커뮤니케이션 기

작을 통해 항균능을 가지는지를 검정하기 위해서  쿼럼

센싱 및 인돌 전달과 관련한 유전자 발현 분석을 

RT-qPCR을 통해 수행하였다. Fig. 7에서 보는 바와 같

이, 쿼럼센싱 신호전달물질 합성 및 수용체 유전자인 

pagI/R의 발현은 지연기에 해당하는 8 h째인 부유군

(planktonic)에서는 인돌을 처리하지 않은 대조구와 인

돌을 처리한 실험군 사이에서  발현의 변화가 없었으나, 
바이오필름군(biofilm)에서는 대조구에 비해 실험군에

서  발현이 현저히 감소하였다. 인돌 수송 역할을 하는 

bssS 유전자의 발현양상은 부유군 및 바이오필름군에서 

대조구에 비해 인돌이 처리된 실험구에서 발현이 3.5배 

이상 증가하였다(Fig. 7.). 
초기 대수기에 해당하는 18 h째의 샘플에서는  

pagI/R의 발현은 정도의 차이는 존재하나, 부유군이나 

바이오필름군 모두에서 대조구(control)에 비해 인돌 처

리 실험군에서 유의미한 감소가 있었다.  동일한 시기의 

세포에서의 bssS 유전자의 발현양상은 상이한 차이점을 

보였다. 전체적인 발현양상은 인돌을 처리하지 않은 대

조구에 비해 인돌을 처리한 실험군에서 발현이 현저히 

증가하였다. 자세히 들여다보면, 대조구에서 bssS 발현

은 부유군에 비해 바이오필름군에서 약 2배 정도 증가하

였다. 인돌을 처리한 실험군에서는 부유군이나 바이오필

름군에서 인돌 처리 후 6 h에서 발현이 가장 높았으며, 
처리 후 12 h에서는 다시 감소하는 양상을 보였다. 이러

한 현상은 다음과 같이 정리할 수 있으리라 본다. 인돌을 

처리한 6 h 내에서는 인돌의 uptake를 통한 개체수의 조

절을 위해 세포가 왕성하게 활동하다가, 어느정도 안정

기에 접어든 12 h에서 mRNA의 saturation을 통한 전사 

후 변형과정에 돌입한 것이라고 사료된다(Fig. 8). 이러

한 결과는 Fig. 2의 결과를 통해서도 알 수 있다. 대조구

는 12 h에서는 개체수의 변화를 보이는 반면, 인돌을 처

리한 실험군에서는 동일한 시간 때에도 개체수의 변화가 

없었다. 즉, 인돌에 의한 P. agglomerans 개체수의 조절

에 있어 안정기에 접어  들었다고  보여진다.
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인돌을 처리했을 때 두 가지 유전자 발현의 비교에서 

pagI/R의 발현 감소는 쿼럼센싱 신호전달을 억제를 통해 

세포간의 커뮤니케이션 단절을 초래한다. 반면 bssS의 

발현 증가는 인돌의 세포 내 유입을 활성화시켜 인돌의 

기능적 특정을 극대화할 수 있다(Piñero-Fernandez et 
al., 2011; Ma et al., 2018). 이전의 연구에 의하면, E. 
coli yliH(bssR), yecP(bssS) 유전자 관련 각각의 변이주

(mutants)는 quorum sensing과 관련된 extracellular 
autoinducer 2 (gadAB, flgBCEGHHIJLMN)의 발현을 

약 50배 정도 증가시킴으로써 바이오필름 형성능을 야생

형에(wild type) 비해 수십 배 이상 증가시켰다(Domka 
et al., 2006). 세포의 운동성(cell motility)과 관련이 있

는 이 두 유전자는 유전자 기능을 상실함으로써 세포의 

운동성이 7배까지 감소하였다.특히 , yecP△ 변이주에서 

이러한 현상이 더욱 더 뚜렷하게 나타났으며, 이는 

flagella 및 motility loci관련 전사물(transcripts)의 활성

화에 기인하였다(Domka et al., 2006). 이러한 결과는 

인돌수송 또는 세포 운동성에 관여하는  bssR, yliH, 
bssS 및 yceP 유전자를 바이오필름의 주된 조절인자

(regulator)라고 알려져 있다(Domka et al., 2006). 따라

서, 분자적 수준에서 P. agglomerans에서의 항균 효과

에 따른 바이오필름 생성 억제는  pagI/R 의 발현 감소에 

따른 세포 간의 의사소통 단절 및 운동성 감소를 통한 바

이오필름 형태가 아닌 세포 단독으로의 유도 촉진 및 

bssS의 발현 증가에 따른 인돌의 세포 내 흡수율을 증가

시켜 항균효과의 극대화를 도모하는 것으로 사료된다.  

4. 결 론

P. agglomerans에 대한 인돌의 항균효과에 따른 바

이오필름 생성억제능을 표현형 기반 생존율(흡광도 및 

생균수 측정)을 통해 규명하였다. 또한 분자적 수준에서 

인돌의 항균 매커니즘은 pagI/R의 발현 감소로 인한 다

른 세포간의 의사소통의 무력화 및 bssS의 발현 증가에 

따른 인돌의 세포 내로의 유입 촉진을 통한 인돌의 항균

작용이 있음을 제시하였다. 따라서 P. agglomerans에 

있어 인돌의 처리는 세포의 개체수 조절을 통한 바이오

필름 생성을 억제하는 것으로 결론을 내림과 인돌이 직

접적으로 바이오필름 형성 기작에 관여하여 억제하는지

에 대한 차후 연구가 필요할 것이다.
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