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ABSTRACT - Biofilms are complexly structured communities of microorganisms composed of surface-attached

microorganisms, where their effects on the host have been controversial. In this study, we investigated the potential

biofilm-forming capacity of Lacticaseibacillus rhamnosus LRH020 (DSM25568) by detecting genes known to pro-

mote biofilm formation. It was shown that the aggregation substance gene (asa 1) was presented in the LRH020 strain.

Therefore, we investigated the phenotypic activities of the gene asa1 via two methods: biofilm formation and auto-

aggregation activity. It was shown that the strain LRH020 had significantly less ability to form biofilm compared to

the positive control strain Enterococcus faecalis ATCC 19433. Furthermore, LRH020 exhibited biofilm-forming

activity comparable to Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG), widely used probiotics. The auto-aggregation activ-

ity of LRH020 was also within the safe range similar to that of LGG. In conclusion, this study shows that both biofilm-

forming and auto-aggregation activities of the LRH020 are comparable to one of the most studied probiotics strains,

LGG.
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미생물막(Biofilm)은 미생물들이 생산하는 세포 외 생산

물이며, 미생물의 표면에 부착되어 성장하는 특징을 보인

다1). 미생물막을 형성하는 세균은 다당류(Polysaccharides),

단백질(Proteins), 핵산(Nucleic acids), 지방질(Lipids), 지질

다당류(Lipopolysaccharides)와 같은 세포 밖 고분자 물질

(exopolysaccharides: EPS)로 구성된 자가 생산 슬라임 매

트릭스를 형성하며, 대부분의 미생물에서 이러한 점액질

이 자연적으로 발생한다2). 생물막은 미생물에게 이점을 제

공하는데 그 중 하나는 표면에 단단히 부착된 점액층이

형성됨에 따라 외부의 장애로부터 미생물을 보호할 수 있

는 기능을 제공할 수 있다. 또한 외부에서 침투하는 병원

균에 의한 집단 군락을 방지해 미생물을 보호한다는 장점

을 가진다. 즉, 프로바이오틱스에 의한 미생물막 형성은

숙주 점막에 군집을 형성하고 오랜 기간 달라붙을 수 있

는 장벽을 형성하기 때문에 병원성 세균의 군집 형성을

막을 수 있는 이점으로 여겨짐과 동시에, 병원성 세균에

서는 부정적인 현상으로 여겨져 왔다2). 낭포성 섬유증의

녹농균(Pseudomonas aeruginosa) 감염, 표피포도구균(Staphylo-

coccus epidermidis) 및 황색포도상구균 (Staphylococcus aureus)

등은 임플란트 감염, 요로 감염 및 치주 질환을 유발하여 인

체의 건강에 부정적인 영향을 미치는 사례가 보고된 바

있다3). 또한 미생물막을 형성하는 세균의 경우 미생물막

을 형성하지 않는 세균인 플랑크톤성 세균 보다 항생제에

100-1000배 내성이 있다고 알려져 있기에 미생물막 형성
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능력에 따라 세균의 생리학적 특성을 변경할 수 있다2,3).

또한, 위장관에 서식하는 장구균(Enterococcus)은 인간의

기회감염 및 병원 내 감염의 주요 원인으로 알려져 있으

며, 장구균의 병인은 독성인자(virulence factors, VFs)의 응

집 물질(aggregation substance, AS)이 숙주의 군집화, 미

생물막 형성에 기여한다4). 본 연구에서는 aggregation

substance gene에 해당하는 asa1이 검출된 프로바이오틱스

Lacticaseibacillus rhamnosus LRH020 균주에서 미생물막

형성능과 자가응집능(Auto-aggregation) 활성을 확인하고자

하였다. 이를 위해, 다른 균주와 비교해 미생물막 형성능이

높은 것으로 알려진 Enterococcus faecalis를 양성대조군으로6),

오랜 기간 복용하여 안전성이 확보된 Lacticaseibacillus

rhamnosus GG (LGG)를 비교 균주로 설정한 후7), 이들 2

개 균주와 비교·분석하여 LRH020의 프로바이오틱스로서

의 안전성을 입증하고자 한다.

Materials and Methods

사용 균주

본 연구에 사용한 균주는 SynBalance Srl (Origgio VA,

Italy)로부터 제공받은 Lacticaseibacillus rhamnosus LRH020이

다. 실험에 사용하기 위하여 E. faecalis ATCC 19433는

Tryptic soy broth (TSB, Becton Dickinson, Sparks, Md.,

USA)에 접종하여 배양하였다. 한편, 전 세계에서 가장 많

이 사용되는 프로바이오틱스인 Lactobacillus와 Bifidobacterium

은 발효식품이나 유제품에서 오랜 기간 동안 안전성을 보

이고 있다. 해당 이유를 근거로 이미 인체에서 안전성이

입증되어 널리 쓰이고 있는 Lacticaseibacillus rhamnosus

GG (LGG)를 비교균주로 설정하였고, 본 논문에서 안전성

을 입증하기 위해 사용한 균주 LRH020은 de Man Rogosa

Sharpe (MRS, Becton Dickinson, Sparks, Md., USA.) 액

체배지에 접종하여 37oC, 24시간, 혐기조건으로 배양하였

다. 균주의 활성화를 위해 고체배지에 선상도말평판법으

로 도말하여 배양하였고, 단일집락을 선발한 다음 동일한

방법으로 2회 계대 배양하였다8)

독성 유전자 분석

LRH020의 전장 유전체 (Whole-genome sequencing)는

Prokka (version 1.12)를 이용하여 분석하였고, KEGG

(KEGG Mapper, https://www.genome.jp/kegg/mapper) pathway

를 기반으로 독성물질 생성 인자 (Virulence Factor Data

Base)를 확인하였다. 

미생물막 형성능 확인

LRH020의 미생물막 형성능을 확인하기 위해 참고문헌

Eladawy et al.에 따른 Qualitative Detection of Biofilm

with the Tube 실험법10)을 변형하여 사용하였다. 10 mL의

TSB에 1%의 glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)를 첨가한 TSBG 액체배지에 양성대조군에 해당하는

E. faecalis, 비교균주로 사용한 LGG, 본 논문에서 보고자

하는 균주 LRH020 총 3가지 균주의 단일집락을 접종하

여 37oC, 24시간, 혐기 조건으로 배양하였다.

음성대조군으로는 균이 접종되지 않은 TSBG 배지, 양

성대조군으로 E. faecalis ATCC 19433, 비교균주로는 LGG

를 사용하였다. 24시간 배양 후, 시험관의 배양물을 조심

스럽게 흘려보내고 생성된 미생물막을 인산완충생리식염

수(Phosphate-Buffered Saline, Bioneer Co., Daejeon,

Korea)으로 2회 세척하였다. 시험관을 완전히 말린 후 1%

crystal violet (YD diagnostics Co., Yongin, Korea)으로 15

분 동안 염색하였다. 염색된 시험관은 증류수(Bioneer Co.,

Daejeon, Korea)로 충분히 헹구어 시험관을 완전히 말린

후, methanol (99.8%, Duksan, Ansan, Korea)로 염료를 녹

여 96 well plate (Corning, NY, USA)에 100 µL씩 분주하

였다. Microplate reader (EPOCH2 microplate reader,

BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 595 nm에서 흡

광도(optical density)를 측정하였다.

자가응집력 활성 분석

세포 간 상호작용으로 알려진 자가응집력 활성을 분석

하기 위해서 Nath et al.10)의 실험법을 변형하여 사용하였

다. 24시간 동안 액체 배지(TSB 또는 MRS)에서 배양된

각 균주를 2,800×g, 10분 동안 원심분리기(Eppendorf,

Hamburg, Germany)로 원심분리하였다. 그 후 인산완충생

리식염수로 2회 세척하였다. 동일 용액으로 재현탁한 뒤

초기 600 nm에서 흡광도를 측정하였다. 균주 현탁액은

37oC, 혐기조건으로 2시간 동안 배양하고, 최종 흡광도는

상층액으로 측정하였다. 다음의 계산식을 이용하여 자가

응집률을 확인하였다.

통계분석

실험결과는 3반복 실험을 실시하여 얻어진 측정값으로

평균 ± 표준편차로 나타내었으며, 실험결과에 대한 통계

처리는 Student’s t-test로 비교하였으며, p 값이 0.05 미만

일 경우 (p<0.05) 통계적인 유의성이 있다고 판정하였다.

Results and Discussion

독성 유전자 분석 확인

Functional annotation 방법을 통해 LRH020 균주의 Blast

검색 결과, aggregation substance gene인 asa1이 검출됨을

확인하였다(Table 1).

Auto Aggregation rate %( )–
OD

initial
OD

final
–

OD
initial

--------------------------------------- 100×=
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미생물막 형성능 확인

균주의 미생물막 형성능 확인 결과 LRH020은 양성대조

균주 E. faecalis ATCC 19433 대비 유의적으로 미생물막

형성능이 적고(p<0.05) 비교균주 LGG와는 유의적으로 차

이가 없음을 확인하였다(Table 2).

Enterococci는 다재내성균으로써 대표적으로 E. faecalis

와 E. faecium를 예로 들 수 있다. 이들 두 종류는 모두

장내 표면에 부착해 미생물막을 형성하면 미생물막이 형

성되기 이전의 온전한 상태로 되돌릴 수 없다는 특징을

가져, 여러 가지 항생제에 대해 내성을 갖는 다제내성을

일으키거나, 세균의 부착 및 정착 등에 관여하는 중요한

병원성 인자로 장내 발병기전의 원인이 되는 것으로 보고

된다12). 반대로, Lactobacillus spp. 같은 유산균이 만들어

내는 미생물막은 체내에 유익한 영향을 주는 특징을 가진

다13). 따라서 본 연구에서는 안전성 평가 확인을 목적으로

E. faecalis ATCC 19433를 양성대조균주로 사용하여

LRH020의 미생물막 형성능을 확인하였다. 그 결과, E.

faecalis ATCC 19433 대비 LRH020 균주에서 유의적으로

미생물막 형성능이 적어, 프로바이오틱스 균주로서 안전

하게 사용할 수 있다고 판단된다14).

자가응집력 활성 분석

미생물 응집이란 부유하는 미생물들이 액체 배지에 침

전되어 축적되는 과정으로 같은 균주끼리 덩어리를 형성

하는 자가응집(auto-aggregation)과 서로 다른 두 종류의

균주끼리 상호결합(cell-to-cell recognition)을 형성하는 공

동응집(co-aggregation) 두 가지 종류를 포함한다15). 유산

균의 자가응집능은 부착(adhesion)으로 정의되며, 유산균

이 위장관내에 부착되어 응집을 형성함에 따라 감염을 일

으키는 병원체로부터 방어 능력을 가지게 되는 것을 말

한다16).

자가응집력 활성 분석 결과 LRH020은 이미 안전성이

확인되어 상용화되고 있는 균주 LGG와 유사한 활성을

보였고, 양성대조군 E. faecalis는 LGG 및 LRH020에 비

해 높은 활성을 보이는 것으로 확인하였다(Table 2). 

국문요약

병원성 미생물에 의한 감염을 일으키는 주요 독성인자

중 하나인 응집 물질은 자가응집 및 미생물막 형성으로

인체 건강에 부정적인 영향을 미칠 수 있다. 본 연구에

서 Lacticaseibacillus rhamnosus LRH020 (DSM25568)

균주의 독성 유전자 분석을 통해 asa1 유전자를 확인하

였고, 표현형으로의 발현 여부 확인을 위하여 미생물막

형성능과 자가응집능 활성실험을 진행하였다. 실험결과

LRH020은 양성대조군 Escherichia. faecalis ATCC 19433

과 비교하였을 때 유의적으로 미생물막 형성능이 낮으

며, 비교균주 Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG)와

자가응집능에 차이가 없음을 확인하였다. 균주 LRH020

은 asa1 유전자는 가지고 있으나, 표현형으로는 상업균주

LGG와 유사함으로 잠재적인 프로바이오틱스로서의 안전

성을 확인하였다.
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Table 1. Presence of aggregation substance genes in LRH02011)

Toxin Toxin genes Presence of gene (Y or N)

Aggregation

substance

agg N

asa1 Y

asp1 N

acs10 N

Y: Yes, N: No

Table 2. Biofilm and auto-aggregation activities by E. faecalis ATCC 19433, LRH020, and LGG

Biofilm OD at 595 nm Auto-aggregation activity (%)

NC 0.12±0.016 -

E. faecalis ATCC 19433 0.80±0.127 24.33±0.4

LRH020 0.36±0.022** 12.32±0.2***

LGG 0.33±0.093* 14.12±1.7**

Experiments were repeated 3 times. Values are Mean±SD. 

Asterisk means significant difference (p* <0.05, p** <0.01, p*** < 0.001 vs. E. faecalis ATCC 19433)

NC: Broth only 
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