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서론 

5-Fluorouracil (5-FU)은 주로 대장암, 위암 및 유방암 등 고형암 치료에 사용되는 

대사길항 항암제이다[1]. Doxorubicin (DOX)은 type Ⅱ topoisomerase 억제제인 an-
thracycline 계열의 항암제이며[2], Vincristine (VCR)은 microtubule polymerization 
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Abstract

5-Fluorouracil, doxorubicin, and vincristine are chemotherapy agents used to treat 
various cancers, such as breast cancer and lymphoma for decades, and their effects 
on cancer have been proven. On the other hand, these anti-cancer drugs cause fatal 
side effects, including immunosuppression. This study investigated whether soni-
cated Bordetella bronchiseptica bacterin (B. bronchiseptica) can attenuate the immu-
nosuppression of spleen cells induced by these chemotherapy agents and which 
subsets of spleen cells were affected. B. bronchiseptica increased the metabolic activ-
ity of spleen cells treated with 3 anti-cancer drugs. Cell death analysis using Annex-
in V/propidium iodide showed that B. bronchiseptica markedly decreased the death 
of spleen cells. The subsets of spleen cells were analyzed by flow cytometry using a 
surface marker-specific antibody. B. bronchiseptica increased nitric oxide produc-
tion in the spleen cells treated with anti-cancer drugs (p < 0.0001). Despite the 
pharmacological effects of anti-cancer drugs, many patients suffer from the fatal 
side effects of immunosuppression. This study provides valuable information on 
how to overcome chemotherapy-induced immunosuppression. 

Keywords: anti-cancer drugs; spleen cells; immunosuppression; Bordetella bronchi-
septica; cytokine production  
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저해제인 Vinca alkaloids 계열의 항암제이다[3]. 두 항암제는 자주 

함께 사용되며, 많은 종류의 암 치료에서 특히 림프종에 효과를 나

타낸다[4]. 많은 연구에 따르면, 항암제를 이용한 화학요법이 순환 

림프구의 수치를 감소시키며, 심각한 경우 치료와 관련된 림프구 감

소증을 일으키며 이는 환자의 생존율에 영향을 미치게 된다[5]. 

Bordetella bronchiseptica는 그람음성 간균이며, 동물에서 호흡기 

감염을 주로 일으키는 병원체로 알려져 있다. B. bronchiseptica는 사

람에서의 감염이 거의 일어나지 않으며, 사람에서 백일해를 일으키

는 Bordetella pertussis와 밀접한 연관이 있다[6,7]. B. pertussis는 

TLR2를 통해 마우스의 수지상세포와 대식세포를 활성화하고, 강력

한 면역 자극 효과 및 adjuvant 효과가 있다는 것이 밝혀졌다[8]. 

이전 연구에서, B. bronchiseptica를 마우스에 접종했을 때 비장세

포가 증식 반응을 보이고 T helper 1 세포 반응을 유도할 수 있다는 

것이 보고되었다[9]. 본 연구팀은 B. bronchiseptica 항원이 Myco-
plasma hyopneumoniae 특이적 IgG의 생산을 증가시키고, 골수세

포를 활성화하고 면역 기억 효과를 높인다는 것을 통해 B. bronchi-
septica가 B 림프구에 영향을 미친다는 것을 알았다[10]. 또한 B. 
bronchiseptica 사균체가 수지상세포의 항원 제시 능력을 높여 백신 

adjuvant 후보물질로서 사용할 수 있음을 보여주었다[11]. 

이번 연구에서는 B. bronchiseptica가 항암제에 대하여 비장세포

를 보호할 수 있는지를 규명하여, 항암제로 인한 면역 억제 부작용

을 극복해 낼 방안에 대하여 알아보았다.

재료 및 방법

세포주

본 연구에 사용된 EL-4 (murine T lymphoblast cell line; Kore-
an Cell Line Bank, Korea) 세포주는 10% fetal bovine serum 

(FBS), 100 units/mL penicillin/streptomycin, 2 mM L-gluta-
mine 이 포함된 RPMI 1640 배지에서 배양하였다. EL-4 세포는 암

세포이며 1 × 105 cells/mL의 농도로 배양하였다. 

실험동물과 약물

실험동물은 ㈜샘타코 BIO (Korea)에서 제공받아 제주대학교 실

험동물센터에서 유지하였으며, 8-12주령의 Balb/c 마우스를 실험

에 사용하였다. 동물실험은 제주대학교 동물실험윤리위원회의 승인 

하에 시행하였다(승인번호: 2021-0047). 5-FU, DOX, VCR은 모두 

Sigma-Aldrich (USA)에서 구입하여 사용하였다. 

B. bronchiseptica의 준비와 처리 

B. bronchiseptica의 박테린은 next generation sequencing로 규

명된 B. bronchiseptica 균주를 사용하였다. Luria Broth agar에서 

24시간 배양한 뒤 초음파를 60% amplitude로 30초씩 3 cycles 처리

하여 불활성화 하였다. B. bronchiseptica 박테린의 단백질 양은 

Bradford assay로 측정하였다. 세포에 처리하는 박테린의 농도는 비

장세포를 활성화하기 위한 lipopolysaccharide 농도와 동일하게 1 

μg/mL로 정하여 사용하였다[12]. 

비장세포의 준비 

비장세포는 본 실험실의 확립된 실험법에 따라 준비하였다[12]. 

이산화탄소를 이용하여 마우스를 안락사시킨 후 비장을 적출하여 

ACK lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, USA)로 적혈구를 용

혈시킨 후 세포 용액을 cell strainer (sieve size, 70 μm)에 통과시켰

다. 비장세포는 10% FBS, 100 units/mL penicillin/streptomycin, 

2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, non-essential ami-
no acid, 10 mM Hepes buffer, 55 μM 2-mercaptoethanol이 포함

된 RPMI1640 배지에서 배양하였다. 비장세포는 1 × 106 cells/mL
의 농도로 culture plate에 넣은 뒤 물질을 처리하였다. 

세포의 대사활성도 측정

비장세포와 EL-4 세포를 각각 1 × 106 cells/mL, 1 × 105 cells/
mL의 농도로 96-well culture plate에 분주하여 5-FU, DOX, VCR
와 B. bronchiseptica를 처리한 후 3일간 배양하였다. Cell counting 

kit-8 (CCK-8; Dojindo, Japan)을 10 μL/well 농도로 처리하여 4
시간 동안 배양한 후 흡광도를 측정하였다. 비장세포와 EL-4 세포

의 흡광도는 microplate reader (Multiskan FC; Thermo Fisher 
Scientific)를 이용하여 450 nm에서 측정하였다. 

사이토카인 생산량 측정

비장세포의 interleukin (IL)-2와 IL-4의 생산량을 측정하기 위하

여 비장세포에 5-FU, DOX, VCR과 B. bronchiseptica를 처리한 후 

3일간 배양하였다. 상층액을 분리하여 enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) kits (Thermo Fisher Scientific)로 정량하였

다. 분석은 제조사가 제시한 방법으로 진행되었으며 450 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 

세포사 분석

물질을 처리한 비장세포의 세포사멸을 분석하기 위해 Annexin 

Ⅴ-fluorescein isothiocyanate (Annexin Ⅴ-FITC; BD Bioscienc-
es; USA)와 propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich) 용액으로 세포

를 염색하였다. 비장세포를 24-well culture plate에 1 × 106 cells/
mL의 농도로 분주하여 물질을 처리하고 24시간 배양하였다. 세포

를 거두어 1× Annexin binding buffer (Thermo Fisher Scientific)
로 세포를 세척한 후, 1 μL Annexin Ⅴ-FITC로 10분간 염색하고, 

유세포분석 5분 전에 20 μg/mL PI 용액 5 μL로 10분간 염색하였다. 

LSRFortessa flow cytometer (BD Biosciences)로 측정하여 FlowJo 

software (BD Biosciences)로 분석하였다.  
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림프구 아형 분석

림프구의 아형 분석을 위해 물질 처리된 비장세포에 1차 항체(Bi-
otin-labeled CD4, CD8, CD19 antibody; BD Biosciences) 1 μL
를 4℃에서 30분간 처리한 후 2번 세척하였다. 이어서 2차 항체 (al-
lophycocyanin-streptavidin; BioLegend, USA) 0.25 μL로 4℃에

서 30분간 염색 후 2번 세척하였다. LSRFortessa flow cytometer로 

측정하여 FlowJo software로 분석하였다. 

Nitric oxide 생성능 평가 

비장세포의 nitric oxide (NO) 생성능 평가를 위해 Griess reagent 

(0.1% N-1-naphthylethylenediamine, 1% sulfanilamide, 5% 

H3PO4)를 이용하였다. 물질을 처리한 비장세포의 상층액과 Griess 
reagent를 96-well plate에 각각 50 μL씩 혼합하여 10분 반응 후 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite 수준은 sodium nitrite
를 이용한 standard curve를 이용하여 계산하였다.

통계분석

Figs. 1-3의 데이터는 평균 ±  표준편차로 나타냈으며, 2-way 

ANOVA 분석 후 Sidak’s multiple comparison test를 이용하여 B. 
bronchiseptica 처리 및 비처리군 간 차이의 유의성을 확인하였다. 

Fig. 1. Bordetella bronchiseptica increases the metabolic activity of chemotherapeutic agent-treated spleen cells but not EL-4 cells. 
Spleen cells and EL-4 cells were cultured in a 96-well culture plate at a concentration of 1 × 106 cells/mL and 1 × 105 cells/mL, respec-
tively, and treated with 0 to 5 μg/mL 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (DOX), and vincristine (VCR) and 1 μg/mL B. bronchiseptica for 3 
days. The cells were incubated with a CCK-8 solution for the last 4 hours and the optical density (O.D.) was measured at 450 nm using a 
microplate reader. Data are presented as mean ± standard deviation. Significance at **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001, respec-
tively compared to the group not treated with B. bronchiseptica. ns, not significant.
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0.05 미만의 p-value를 갖는 경우 유의한 것으로 판단하였다. 

결과

항암제를 처리한 비장세포와 EL-4 세포에서 B. bronchiseptica
에 의한 대사활성도 변화

항암제를 처리한 비장세포와 EL-4 세포의 대사활성도에 B. bron-
chiseptica가 영향을 미치는지 알아보기 위해 CCK-8 assay를 수행하

였다(Fig. 1). 비장세포의 경우, 5-FU와 VCR 처리군에서는 0-1 μg/

mL 농도에서, DOX 처리군에서는 0-0.2 μg/mL 농도에서 B. bron-
chiseptica가 비장세포의 대사활성도를 유의하게 증가시켰다. 5 μg/

mL의 농도에서는 모두 유의하게 증가하지 않았다. 반면에, EL-4 암

세포의 경우, 5-FU 처리군은 1 μg/mL부터, DOX와 VCR 처리군은 

0.2 μg/mL 농도부터 대사활성도가 크게 감소하였으며, 모든 농도에 

걸쳐 B. bronchiseptica에 의한 대사활성도 증가는 나타나지 않았다. 

B. bronchiseptica가 항암제를 처리한 비장세포의 사이토카인 

생산량에 대한 미치는 영향 

B. bronchiseptica가 항암제를 처리한 비장세포의 사이토카인 분

비 능력에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위해 ELISA를 통해 IL-

2, IL-4의 생산량을 측정하였다(Fig. 2). 3가지 항암제를 0.2 μg/mL
의 농도로, B. bronchiseptica는 1 μg/mL 농도로 처리하였다. VCR
의 처리군에서의 IL-2 생산량을 제외하고, 모든 실험군에서 B. 
bronchiseptica에 의해 IL-2, IL-4의 생산량이 유의하게 증가하였다. 

B. bronchiseptica에 의한 IL-2의 증가 정도는 DOX 처리군에서, 

IL-4의 증가 정도는 5-FU 처리군에서 그 유의성이 가장 높았다.

B. bronchiseptica에 의한 비장세포의 NO 생성능 증가  

B. bronchiseptica가 항암제 처리된 비장세포의 활성을 증가시키

는지 알아보기 위해 NO 생성능 평가를 실시하였다(Fig. 3). 세 가지 

항암제를 처리한 비장세포의 NO 생성능은 대조군과 큰 차이가 없

었다. 모든 처리군에서 B. bronchiseptica에 의해 NO 생성능이 크게 

증가하였고, 그 차이는 통계적으로 유의했다.

B. bronchiseptica가 항암제에 의한 비장세포의 세포사멸에 미

치는 영향 

B. bronchiseptica가 항암제에 의한 비장세포의 세포사멸을 줄일 

수 있는지 확인하였다. 대사활성도 분석에서 효과가 있었던 항암제 

농도인 0.2 μg/mL과 1 μg/mL로 비장세포를 처리하였다. Annexin 

V-FITC와 PI 염색을 하여 생존세포의 비율과 early/late apoptosis, 
necrosis의 비율을 측정하였다(Fig. 4). 5-FU와 DOX, VCR의 각 1 

μg/mL 농도에서 B. bronchiseptica를 1 μg/mL 농도로 처리하였을 

때 생존세포(annexin V-/PI-)의 비율은 각각 8.1%, 7.5%, 7.8% 증

가하였고, early apoptosis (annexin V+/PI-)와 late apoptosis (an-
nexin V+/PI+)의 비율은 각각 10.6%, 8.0%, 9.1% 감소하였다. 반

면 necrosis (annexin V-/PI+)의 비율은 5-FU는 2.5%, DOX는 

0.5%, VCR은 1.2%로 약하게 증가하였다. 

Fig. 2. Effect of Bordetella bronchiseptica on the production of 
interleukin (IL)-2 and IL-4 in spleen cells. Spleen cells were treat-
ed with 0.2 μg/mL 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (DOX), and 
vincristine (VCR) and 1 μg/mL B. bronchiseptica for 3 days. The 
supernatant of cells was collected and used for enzyme-linked 
immunosorbent assay. The optical density was measured at 450 
nm using a microplate reader. The data are presented as mean 
± standard deviation. Significance at *p < 0.05, **p < 0.01, and 
****p < 0.0001, respectively compared to the group not treated 
with B. bronchiseptica. ns, not significant.
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Fig. 3. Bordetella bronchiseptica increases NO production in che-
motherapeutic agent-treated spleen cells. Spleen cells were treat-
ed with 0.2 μg/mL 5-fluorouracil (5-FU), doxorubicin (DOX), and 
vincristine (VCR) and 1 μg/mL B. bronchiseptica. NO production 
was determined using a NO assay, as described in “Materials and 
Methods”. The data are presented as mean ± standard deviation. 
Significance at ****p < 0.0001 compared to the group not treated 
with B. bronchiseptica.
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Fig. 4. Bordetella bronchiseptica reduces the cell death of spleen cells caused by chemotherapeutic agents. The cell death of spleen cells 
was analyzed by staining with Annexin V-FITC and propidium iodide (PI) followed by flow cytometry. The percentage of the cell popula-
tions is indicated in quadrants: viable cells (lower left), early apoptotic cells (lower right), late apoptotic cells (upper right), and necrotic 
cells (upper left). 5-FU, 5-fluorouracil.
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Fig. 5. Effect of Bordetella bronchi-
septica on the population of major 
lymphocyte subsets in spleen cells. 
Lymphocyte subsets were detected 
by flow cytometry. A representative 
histogram set was presented from 3 
independent experiments with con-
sistency. The number in histograms 
indicates the percentage of CD4+, 
CD8+, and CD19+ T cells in spleen 
cells. 5-FU, 5-fluorouracil; DOX, 
doxorubicin; VCR, vincristine.
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B. bronchisetica에 의한 비장세포 림프구 아형의 변화 

B. bronchiseptica가 비장세포의 림프구에 어떠한 영향을 미치는

지 알아보기 위해 Flow cytometer를 이용하여 림프구 아형 분석을 

하였다(Fig. 5). 항암제 단독처리군은 대조군에 비해 특별한 변화를 

보이지 않았다. B. bronchiseptica를 단독으로 처리하였을 때는 대조

군에 비해 CD4+ 세포의 비율은 5% 줄어들고 CD8+, CD19+ 세포의 

비율은 각각 2%, 4% 증가하였다. 반면 B. bronchiseptica 단독처리군

에 비해 항암제와 B. bronchiseptica를 함께 처리하였을 때에는 

CD4+ 세포와 CD8+ 세포의 비율은 증가한 반면, CD19+ 세포는 

DOX, VCR 처리군에서 각각 14%, 11% 감소했다. 

고찰

많은 종류의 항암제들이 개발되어 사용되고 있지만, 그의 부작용

으로 인한 문제는 여전히 해결되지 않고 있다. 다양한 부작용 중 골

수억제로 인한 순환 림프구의 감소는 감염으로 인한 위험을 크게 증

가시킬 뿐만 아니라, 심각한 경우 환자의 생존율에도 영향을 미친다

[5]. 이전 연구에서는 B. bronchiseptica의 접종으로 마우스의 비장세

포가 증식 반응을 보이며, 골수세포를 활성화 하고 면역 기억 효과

를 높이는 등 림프구에 영향을 미치는 사실을 보고하였다[9]. 이에 

본 연구에서는 항암제로 인한 비장세포의 활성 및 생존율 저하를 B. 
bronchiseptica가 어느 정도 보호할 수 있는지 알아보았다. 

B. bronchiseptica는 0-1 μg/mL의 5-FU와 VCR이 처리된 비장

세포의 대사활성도를 유의하게 증가시켰으며, DOX가 처리되었을 

때는 0-0.2 μg/mL의 농도에서 유의하게 증가시켰다(Fig. 1). 하지

만 B. bronchiseptica에 의한 증가 정도는 항암제의 농도가 증가함에 

따라 감소했다. B. bronchiseptica에 의한 대사활성도 증가 효과가 세

포 특이적인 지 알아보기 위해 EL-4 세포에도 B. bronchiseptica를 

처리하였다. 그 결과, 항암제에 의해 EL-4 세포의 대사활성도가 눈

에 띄게 감소하였지만, B. bronchiseptica에 의한 대사활성도 증가는 

보이지 않았다(Fig. 1). 이를 통해 B. bronchiseptica가 암세포인 

EL-4 세포의 대사활성도에는 영향을 미치지 않으면서 비장세포의 

대사활성도는 증가시키는 사실을 알 수 있었다. 세 종류의 항암제 

0.2-1 μg/mL의 농도에서 B. bronchiseptica가 유의하게 대사활성도

를 증가시켰으므로, 항암제가 처리된 비장세포에 대한 B. bronchi-
septica의 효과를 자세히 분석하기 위해 이 농도를 사용하였다. 비장

세포에서 분비되는 NO를 Nitrite의 형태로 측정하였는데, NO 생성

능 분석의 결과도 CCK-8 assay와 유사한 경향을 보였다. B. bron-
chiseptica를 처리하였을 때 NO의 생산량이 모든 군에서 증가하였으

며, 항암제를 처리한 비장세포에서도 현저히 증가하였다(Fig. 3). 

IL-2는 T 림프구의 분화를 자극시키며, 활성화된 CD4+ T 림프구

와 CD8+ T 림프구가 생산하는 사이토카인이다[13]. IL-4는 naïve 
T 림프구가 T helper 2 (Th2) 림프구로 분화하도록 하는 사이토카

인이며, 분화된 Th2 림프구는 추가적인 IL-4를 생산한다[14]. IL-2
와 IL-4는 림프구의 생존 및 분화에 직접적인 연관이 있는 사이토카

인이므로[15,16], 비장세포에 물질을 처리하여 IL-2와 IL-4의 생산

량을 확인하였다. 대부분의 처리군에서 B. bronchiseptica에 의해 

IL-2과 IL-4의 생산량이 증가하였으며, IL-2는 DOX 처리군에서, 

IL-4는 5-FU 처리군에서 가장 큰 증가를 보였다(Fig. 2). 또한 B. 
bronchiseptica를 처리하지 않았을 때와 비교하여 사이토카인 생산

량이 크게 증가하는 것으로 보아, B. bronchiseptica는 림프구의 생존

과 분화를 일으키는 사이토카인을 생산하여 항암제로 인한 면역 저

하를 줄여줄 수 있을 것으로 예상된다. 또한 Annexin Ⅴ-FITC와 

PI 염색을 통해 B. bronchiseptica의 비장세포 세포사에 대한 영향을 

확인하였다. Annexin Ⅴ-FITC와 PI 분석 결과, B. bronchiseptica
는 항암제 처리로 인한 림프구의 세포사 비율을 감소시켰으며, 생존

세포의 비율은 증가시켰다. 분화중인 T 림프구에서 IL-2를 제거했

을 때 성장이 억제될 뿐만 아니라 세포자멸사도 발생했으며[17], 

IL-4는 T 림프구의 활성화, 분화, 사멸에도 관여를 한다는[15] 연구 

결과들을 고려하면 B. bronchiseptica에 의한 IL-2와 IL-4의 생산량 

증가가 세포사 감소로 이어진 것으로 추정된다. 

림프구 아형 분석 결과, B. bronchiseptica를 처리하지 않았을 때

는 대조군과 항암제 처리군 사이에 변화가 없었던 반면 B. bronchi-
septica를 처리했을 때에는 림프구의 아형에 변화를 보였다(Fig. 5). 

대조군에 비해 B. bronchiseptica를 단독 처리했을 때 CD4+ 세포의 

비율은 감소하고 CD19+ 세포의 비율이 증가한 것과 달리, 항암제 + 

B. bronchiseptica 처리군에서는 B. bronchiseptica 단독처리군에 비

해 CD4+ 세포의 비율이 증가하고 CD19+ 세포의 비율이 감소했다. 

ELISA의 결과와 종합하여 고려해보면 이는 항암제를 처리했을 때

B. bronchiseptica는 CD4+, CD8+ 세포의 생존율을 상대적으로 증가

시켜 CD19+ 세포의 비율은 감소된 것으로 생각된다.

본 연구에서는 B. bronchiseptica가 항암제가 처리된 비장세포의 

대사활성도, 사이토카인 생산량, NO 생성능을 증가시키고 세포사

는 감소시킨다는 것을 확인하였다. 따라서 B. bronchiseptica는 항암

제로 인해 발생할 수 있는 림프구 감소 및 면역 억제에 대해서 보호 

효과를 가질 수 있음을 보여준다. 그러나 항암제의 종류에 따라 B. 
bronchiseptica에 반응하는 정도가 다르고, 림프구 아형에 미치는 영

향도 다르다는 점에서 B. bronchiseptica를 항암제와 어떠한 조합으

로 사용해야 더욱 효과가 있는지 추가적인 연구가 필요하다. 
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