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ABSTRACT - This study aimed to develop probiotics with anti-periodontitic effects to help treat inflammation in

the tissues surrounding the teeth. We isolated Weisiella cibaria (W. cibareia) SPM402 and Lactobacillus paracasei (L.

paracasei) SPM412 from homemade kimchi and used their cell-free supernatants. At a concentration of 10 mg/mL of L.

paracasei SPM412 (LP412) inhibited the formation of Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) biofilm by

95.99±0.73%. In addition, 10 mg/mL of LP412 reduced the RQ value of fimA, an adhesin gene of Porphyromonas gin-

givalis (P. gingivalis) to 0.08±0.05, and the RQ value of radD, an adhesin gene of F. nucleatum, to 0.08±0.008. When

the P. gingivalis outer membrane vehicle (Pg OMV) induced inflammation in YD-38 cells, the RQ value of TNF-α was

increased to 36.68±1.85, but was reduced to 4.15±0.37  in the presence of 1 mg/mL of W. cibareia SPM402 (WC402).

Similarly, in Pg OMV-induced inflammation in THP-1 cells, the RQ value of IL-1β increased to 2,330.65±204.61 but

was reduced to 15.19±4.57 in the presence of 15 mg/mL of WC402. In F. nucleatum-induced inflammation in YD-38

cells, the RQ value of IL-8 increased to 15.10±1.11 and was decreased to 2.67±0.50 in the presence of 1 mg/mL of

LP412. In conclusion, W. cibaria SPM402 and L. paracasei SPM412 showed potent anti-inflammatory effects against

oral pathogenic bacteria and hold promise as functional probiotics with anti-periodontitic activity.
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치주질환은 만성 염증성질환으로 2017년 통계에 따르

면 전 세계 약 8억 인구가 치주질환을 갖고 있는 것으로

보고되고 있고 이는 삶의 질을 매우 저하시키는 것으로

알려져 있다1,2). 치주질환은 잇몸 출혈, 치아 손실 등 직

접적인 구강 건강에 영향을 줄 뿐 만 아니라 고혈압, 당

뇨, 심혈관 질환, 골다공증, 알츠하이머와 같은 여러 전

신성 질병과도 관련이 있다3,4). 치주질환의 위험 인자는

구강 병원성 세균과 생물막, 숙주면역력 및 환경요인등 3

가지로 분류할 수 있다5). 구강 병원성 세균과 숙주의 면

역력이 균형을 이루고 있는 조건에서는 건강한 상태가 유

지되고 질병 발생이 억제되지만, 지속적인 세균의 공격과

그에 따른 세균의 병원성이 증가하면 이러한 균형은 깨

어지고 그 결과 숙주의 과도한 면역반응이 유발되어, 각

종 염증성 사이토킨의 분비 증가, 파골세포의 활성화, 잇

몸인대 조직의 파괴 및 잇몸의 붕괴로 이어진다6,7). 직접

적인 치주질환의 원인균은 치석 형성에 관여하는 최상위

군집이며, 치주염 진행에 가장 크게 기여하여 위험하단

의미의 red complex로 분류되는 Porphyromonas gingivalis

(P. gingivalis), Treponema denticola와 Tannerella

forsythia로 구성된다8). 한편 red complex에 속한 균만큼

위험하진 않으나 치주질환 발병에 일부 기여하여 orange
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complex로 분류하는 Fusobacterium nucleatum (F.

nucleatum), Prevotella intermedia, Campylobacter rectus

등의 세균은 red complex군 세균의 정착을 도와 치주질

환을 악화시킨다9). P. gingivalis는 혐기성 그람 음성균이

며, 치주질환을 일으키는 가장 대표적인 세균으로 알려져

있다. P. gingivalis의 병인 인자인 선모는 숙주세포에 부

착과 생물막을 형성하는데 기여하며 외막 성분인

lipopolysaccharide (LPS)는 숙주세포의 toll-like receptor

2(TLR2) 및 TLR4에 부착하여 전염증성사이토카인인 IL-

1β, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-α의 생성을 유도하여 치주염

을 악화시킨다10). 전염증성사이토카인의 분비는 염증반응

의 중증화, 조골세포 억제 및 파골세포 활성화를 유도하

여 치아의 손실을 유도한다. P. gingivalis는 직접적인 염

증 유발로 구강 건강을 악화시킬 뿐 아니라 hagA, hagB

및 fimA유전자에 의해 합성되는 부착소는 생물막 형성 및

다른 병원성 세균과의 연결고리 역할을 하는 또 다른 병

인 인자이다11,12). F. nucleatum은 혐기성 그람 음성세균으

로 F. nucleatum의 LPS는 숙주세포의 TLR4에 부착하여

전염증성사이토카인인 IL-6, IL-8, TNF-α의 생성을 유도

하여 염증반응을 유도한다13). F. nucleatum에 의해 유도

된 IL-6, IL-8, TNF-α는 염증반응을 유도하고 matrix

metalloproteinases (MMP)의 생성 증가 및 분비, 다형핵

백혈구 활성화, 파골세포 형성 및 뼈 재흡수 반응 유도

및 세포사(apoptosis)를 유도하여 치주조직을 손상시킨다. 단

백질 분해 효소의 하나인 MMP-13는 collagen 합성 저해

및 분해를 촉진하여 치주조직의 직접적인 파괴를 유도한

다. F. nucleatum의 부착소인 FadA는 숙주세포에 균이 부

착할 수 있도록 하여, 감염을 일으키고 염증반응을 유도

하며14) 부착소 RadD는 F. nucleatum의 직접적인 부착에

관여할 뿐 아니라 다른 구강 병원성 세균들의 연결고리

가 되어 생물막 형성에 기여한다15). Probiotics는 살아있는

유익한 미생물로 유해균의 성장 억제, 장내 세균총 조절, 항

균 및 항염등 다양한 기능이 알려져 있고 최근에는 구강 건

강 유지에도 긍정적인 영향을 준다고 알려져 있다16,17). 최근

Lactobacillus rhamnosus와 Bifidobacterium longum등 일부

유산균이 구강 병원성 세균의 감소에 기여하는 것으로 보

고되고 있다18). Weissella cibaria는 포자를 형성하지 않는

그람 양성세균으로 김치와 같은 발효식품에서 주로 발견

이 된다19). Weissella속은 Staphylococcus aureus와 구강 병

원성 세균에 대한 항균효과, 생물막 형성 억제 효능이 있

는 것으로 알려져 있으며, 항암효과도 알려져 있다20).

Lactobacillus paracasei는 장내 및 구강 병원성 세균에 대

한 항균효과 및 항염효과, Streptococcus mutans (S. mutans)

의 생물막 형성을 억제 한다고 알려져 있다21). 본 연구는

한국전통식품인 김치에서 분리, 동정한 Weissella cibaria

SPM402와 Lactobacillus paracasei SPM412의 항치주염

효능을 확인하여 보고하고자 한다.

Materials and Methods

유산균 및 배양 상등액 조제

본 실험에 사용한 유산균 Weissella cibaria SPM402 (W.

cibaria SPM402)와 Lactobacillus paracasei SPM412 (L.

paracasei SPM412)는 일반가정에서 만든 김치에서 De

Man, Rogosa, Sharpe 고체 배지(MRS, BD DifcoTM,

Franklin Lakes, NJ, USA)를 이용하여 분리 후 마크로젠

(Macrogen, Seoul, Korea)에서 16S rRNA 서열을 이용한

동정 후 실험실에 보관하고 있었던 균주를 사용하였다. 유

산균 배양 상등액의 조제를 하기 위해서 두 균주를 MRS

액체배지 100 mL에 각각 접종 후 37oC, 48시간 배양 후

4oC, 8,000 g에서 15분간 원심분리하여 상등액을 얻었으

며 배양이 끝난 배양액의 세균수는 약 2×109 CFU/mL이

었다. 원심분리 후 상등액을 0.1 N NaOH로 pH를 7.0±0.2

로 조정 후 냉동온도 -40oC, 펌프압력 100 mTorr, 선반온

도 -60oC 조건에서 동결 건조 후, 100 mg/mL로 stock soln.

조제 후 0.22 μm 여과지로 여과하여 사용하였다. W. cibaria

SPM402와 L. paracasei SPM412의 배양상등액을 동결건

조한 시료를 각각 WC402와 LP412로 명명하고 본 연구에

시료로 사용하였다.

구강 병원성 세균의 배양

본 실험에 사용한 구강 병원성 세균인 Porphyromonas

gingivalis (P. gingivalis) KCTC5352, Fusobacterium nucleatum

subsp. nucleatum (F. nucleatum) KCTC2640은 한국생명공

학연구원 생물자원센터(KCTC, Jeongeup, Jeonbuk, Korea)

에서 분양받아 사용하였다. P. gingivalis와 F. nucleatum는

5% horse blood defibrinated (MBcell, KisanBio, Seoul,

Korea), 2% vitamin K-hemin 용액(MBcell, KisanBio)을 첨

가한 Brain Heart Infusion (BHI, BD DifcoTM, Franklin

Lakes, NJ, USA)배지에 AnaeroBag (Chongqing PangTong

Medical Devices Co., Ltd, Hangzhou, China)을 사용하여

37oC 혐기 배양하였다. P. gingivalis outer membrane

vehicle (Pg OMV)는 초고속 원심분리법을 이용하여 다음

과 같은 방법으로 해당 분획을 얻었다22). P. gingivalis을

BHI배지 100 mL에 5% L-cysteine, 5% horse serum, 2%

vitamin K-hemin 용액을 첨가 후 정체기까지 배양하였다.

배양 후 4oC, 8,000 ×g에서 10분간 원심분리하여 균체를

제거하고 Pg OMV를 함유한 상등액을 100,000 ×g, 4oC에

서 120분 초고속원심분리하고, 침전을 phosphate buffered

saline (PBS)에 현탁해 0.22 μm filter하였다. 분리한 Pg

OMV는 NANOSPOT (Malvern Panalytical, Malvern, UK) 분

석으로 평균 입자 크기가 164.6±2.4 nm임을 확인 후

bicinchoninic acid (BCA)법으로 정량 후 –80oC 보관하고

사용하였다.
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YD-38세포주 및 THP-1세포주 배양

사람 잇몸 상피 세포주 YD-38와 사람 단핵구 세포주

THP-1은 한국세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에서 분양

을 받았으며, 세포의 배양은 RPMI1640배지(w/ L-glutamine,

NaHCO3) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA)에

10% fetal bovine serum (FBS, HyCloneTM, Waltham, MA,

USA), 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich Co.), 1% penicillin/

streptomycin (Sigma-Aldrich Co.)를 첨가하여 37oC, 5%

CO2의 대기중에 배양하였으며, 48시간 간격으로 계대 배

양하였다.

생물막 형성 분석

생물막 분석은 Kim 등23)의 방법을 참고하여 실시하였다.

48 well plate에 P. gingivalis, F. nucleatum를 1×109CFU/well

되도록 접종 후, WC402, LP412를 선행연구에서24) 얻은

MIC (50 mg/mL)보다 낮은 5 mg/mL, 10 mg/mL농도로

처리 후 37oC, 48시간 배양하였다. 대조군으로는 두 균주

에 시료를 처리하지 않고 동일한 방법으로 배양하여 사용

하였다. 상등액을 제거한 후, 10% formaldehyde를 각 well

당 300 μL를 가하고 실온에서 30분 반응시켰다. Formaldehyde

를 제거한 후, 3차 증류수로 3회 세척하고, 0.5% crystal

violet을 300 μL를 가하여 30분 동안 염색하였다. 염색 시

약을 제거한 후, 3차 증류수로 3회 세척하였다. Isopropyl

alcohol 300 μL를 가하고 1시간 동안 반응시켜 염색된

crystal violet을 용출 후 490 nm에서 흡광도를 측정하여 생

물막 억제 정도를 확인하였다.

Biofilm inhibition rate (%) = (1−ODtreatment/ODcontrol)×100

생물막 관련 부착유전자 발현에 대한 영향

P. gingivalis, F. nucleatum의 생물막 형성과 관련된 부

착유전자의 발현에 대한 WC402, LP412의 영향을 확인하

고자 하였다. P. gingivalis와 F. nucleatum을 각 배양 배지

에 전배양 한 후 전배양한 균을 균수가 3×109 CFU/mL이

되도록 새 배지로 옮긴 후, WC402, LP412를 선행연구에

서24) 얻은 MIC (50 mg/mL)보다 낮은 5 mg/mL, 10 mg/mL

각각 처리하고 8시간 동안 37oC에서 배양 후, 원심분리하

여 상등액을 제거하였다. PBS에 균체를 세척하여 배지 성

분을 제거 후 total RNA 분리를 GeneAll Hybrid-RTM

reagent (GeneAll, Seoul, Korea)를 이용해 제조사의 지시

에 따라 실시하였다. 분리한 RNA는 Optizen NanoQ

(KLAB, Daejeon, Korea)를 이용하여 정량 후, total RNA

0.1 μg을 template로 하여 AccuPower CycleScript RT premix

(dN12) (Bioneer, Daejeon, Korea)를 사용하여 제품의 안내

에 따라 역전사반응으로 cDNA를 합성하였다. P. gingivalis

의 부착 관련 유전자 fimA, hagA, hagB11,12)와 F. nucleatum

의 부착 관련 유전자 fadA와 radD14,15)의유전자 발현의 변

화를 확인하고자 Quantitative real time PCR (qRT-PCR)을

실시하였다. 본 실험에서 사용한 primer는 Table 1에 나타

내었으며11,12,14,15), 각각의 primer는 제노텍(Genotech,

Daejeon, Korea)에서 합성하여 사용하였다. qRT-PCR반응

은 cDNA 3 μL, 각 primer 10 pmol 1 μL, PowerSYBR

Green PCR Mastermix (Life Technologies Pty Ltd, NY,

USA) 10 μL를 넣고 nuclease free water를 넣어 최종 부피

가 20 μL가 되도록 하였다. 이후 StepOne realtime PCR

System (Life Technologies Pty Ltd.)을 사용하여 95oC에서

10분간 변성 후, 95oC에서 15초, 60oC에서 60초간 합성을

40회 반복 수행 후, 95oC에서 1.6oC/sec로 60oC까지 낮추

Table 1. Primer sequences for adhesin genes for qRT-PCR analysis

Target gene Sequence (5’→3’) Tm (oC)

P. gingivalis

16S rRNA
TGTAGATGACTGATGGTGAAA 55.4

ACTGTTAGCAACTACCGATGT 57.5

fimA
CAGCAGGAAGCCATCAAATC 58.4

CAGTCAGTTCAGTTGTCAAT 59.4

hagA
ACAGCATCAGCCGATATTCC 58.4

CGAATTCATTGCCACCTTCT 60.1

hagB
TGTCGCACGGCAAATATCGCTAAAC 62.8

CTGGCTGTCCTCGTCGAAAGCATAC 61.5

F. nucleatum

16S rRNA
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 57.3

GTCATCGTGCACACAGAATTGCTG 62.7

fadA
CACAAGCTGACGCTGCTAGA 59.3

TTACCAGCTCTTAAAGCTTG 53.2

radD
GGATTTATCTTTGCTAATTGGGGAAATTATAG 61.8

ACTATTCCATATTCTCCATAATATTTCCCATTAG 62.4
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어 1분간 정지 후 0.1oC/sec 95oC까지 올리는 단계를 거쳐

생성된 PCR 산물의 melting curve를 분석하였다. 결과 분

석은 시료를 처리하지 않고 배양한 두 균의 house keeping

gene인 16S rRNA를 기준으로 부착 관련 유전자 발현을

상대 정량분석 하는 ddCt 분석을 하였으며, 1.5배 이상의

차이를 유의적인 발현 변화로 판단하였다25).

세포독성 측정

세포실험을 통해 항염효과를 확인하고자 WC402, LP412

및 Pg OMV의 세포독성을 MTT assay로 확인하였다. 6

well plate에 YD-38 cell과 THP-1 을 5×105 cells/well 농도

로 각각 분주 후, 24시간 배양 후 WC402, LP412는 0.5-

15 mg/mL 농도로, Pg OMV는 6-10 ng/mL농도로 처리하

고 24시간 배양하였다. 배양 상등액을 제거하고 MTT 시

약 500 mL (0.5 mg/mL)를 첨가하여 4시간 동안 반응 후

상등액을 제거하고 500 mL의 dimethylsulfoxide (DMSO,

Sigma-Aldrich Co.)를 첨가하여 5분 동안 추가 반응 후

spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA max, San

Jose, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 시료를 처리하지 않고 배양한 YD-38 및 THP-1

cell의 생존율을 100%로 하여 이와 비교하여 90% 이상의

생존율을 보이는 농도를 독성이 없는 농도로 간주하여 세

포실험에 사용할 WC402, LP412 및 Pg OMV농도를 결정

하였다(Fig. 1). 

WC402와 LP412의 전염증성사이토카인 유전자 발현에 대

한 영향

WC402와 LP412의 항염작용을 확인하기 위하여 전염증

성사이토카인 유전자 발현에 대한 효과를 측정하였다. P.

gingivalis 균주의 직접 감염에 의한 독성 때문에 살아있는

P. gingivalis 대신 세포외 소포체인 Pg OMV을 사용하여

염증반응을 유도하였다. 6 well plate에 YD-38 세포와 THP-

1세포를 5×105 cell/well 농도로 각각 분주 후 24시간 동안

배양 후 YD-38 세포에 WC402는 0.5 mg/mL와 1 mg/mL

농도로(Fig. 1A), LP412는 Pg OMV에 의한 염증반응에는

0.125-1 mg/mL농도로 30분 전처리하였다. THP-1 세포에

는 WC402는 5 mg/mL-15 mg/mL, LP412는 0.1 mg/mL-

1 mg/mL농도로 30분 전처리하였다(Fig. 1B). 30분 후 10 ng/

Fig. 1. Evaluation of the cell viability by MTT assay. (A) Cytotoxicity of WC402 and LP412 in YD38 cells (B) Cytotoxicity of WC402

and LP412 in THP-1 cells (C) Cytotoxicity of Pg OMV in YD-38 cells and THP-1 cells. All data were performed in triplicate and

expressed as mean±SD. 

Table 2. Primer sequences for proinflammatory cytokine genes for qRT-PCR analysis

Target gene Sequence (5’→3’) Tm (oC)

β-actin
ACCAACTGGGACGACATGGAG 61.8

GTGAGGATCTTCATGAGGTAGTC  60.6

IL-1β
AAGCTGATGGCCCTAAACAG 57.3

AGGTGCATCGTGCACATAAG 57.3

IL-8
AACTTCTCCACAACCCTCTG 57.3

TTGGCAGCCTTCCTGATTTC 57.3

TNF-α
AAGACCACCACTTCGAAACC 57.3

GGCCTAAGGTCCACTTGTGT 59.3
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mL농도의 Pg OMV (Fig. 1C) 처리하여 염증반응을 유도

하고자 37oC, 5% CO2에서 6시간 배양하였다. 한편 F.

nucelatum감염에 의한 염증반응을 유도하기 위해서는 항

생제가 첨가되지 않은 배지를 사용하여 6 well plate에 YD-

38 세포를 5×105 cell/well 분주하여 24시간 동안 배양하였

다. 24시간 후, WC402와 LP412를 0.5 mg/mL와 1 mg/mL

농도로(Fig. 1A) YD-38 세포에 30분 전처리한 후, F.

nucleatum을 1: 100비율로 감염시켜(100 MOI)26) 37oC, 5%

CO2에서 6시간 배양하였다. 각 세포에 Pg OMV 또는 F.

nucleatum처리 6시간 후 상등액 제거 및 PBS로 3번 세척

후, mRNA 분리는 GeneAll Hybrid-RTM reagent (GeneAll)

를 사용하여 분리하였다. 분리한 RNA는 Optizen NanoQ

(KLAB)를 이용하여 정량 후, RNA 0.1 μg을 template로 하

여 AccuPower CycleScript RT premix (dN12) (Bioneer)를

사용하여 제품의 안내에 따라 역전사반응으로  cDNA를

합성하였다. WC402와 LP412의 항염증작용을 확인하고자

qRT-PCR을 실시하였다. 본 실험에서 사용한 primer는 Table

2에 나타내었다26). 각각의 primer는 Genotech에서 합성하

여 사용하였다. qRT-PCR 반응은 cDNA 3 μL, 각 primer

10 pmol 1 μL 및 PowerSYBR Green PCR Mastermix

(Life Technologies Pty Ltd.) 10 μL를 넣고 nuclease free

water를 넣어 최종부피가 20 μL가 되도록 하였다. 이후

StepOne realtime PCR System (Life Technologies Pty

Ltd.)를 사용하여 다음과 같은 조건에서 반응하였다. 95oC

에서 10분간 변성 후, 95oC에서 15초, 60oC에서 60초간

합성을 40회 반복 수행 후, 95oC에서 1.6oC/sec로 60oC까

지 낮추어 1분간 정지 후 0.1oC/sec로 95oC까지 올리는 단

계를 거쳐 생성된 PCR 산물의 melting curve를 분석하였

다. 결과 분석은 house keeping gene인 β-actin을 기준으로

해당 cytokine mRNA를 상대 정량분석하는 ddCt 분석을

실시하였다25).

통계분석

결과는 평균±표준편차(mean standard deviation)를 사용

하였다. 실험결과는 GraphPad Prism®Version5.0 (GraphPad

Software, USA)를 사용하여 One-way analysis of variance

(ANOVA)로 분석 후 통계 처리하였다. 사후검정은 Dunn’s

Multiple Comparison test를 이용하여 분석하였다.

Results and Discussion

WC402와 LP412의 P. gingivalis와 F. nucleatum의 생물

막 생성 억제 효과

WC402와 LP412의 P. gingivalis와 F. nucleatum생물막

형성 억제능을 측정한 결과, WC402 10 mg/mL농도에서 P.

gingivalis의 생물막 형성이 37.30±8.23%, LP412 10 mg/mL

에서 51.36±5.95% 억제되었고, F. nucleatum의 경우

WC402 10 mg/mL에서 76.77±2.77%, LP412 10 mg/mL에

서 95.99±0.73% 억제되었다(Fig. 2). 특히 P. gingivalis보

다는 F. nucleatum에 대한 생물막 형성 억제능이 매우 우

수함을 알 수 있으며 이는 부착소 유전자 발현 억제의 실

험결과에서도 F. nucleatum의 유전자 발현이 효과적으로

억제됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3,4). 한국 발효식품에서

분리한 Lactobacillus brevis의 경우 배양상등액을 이용하

여 MIC농도의 1/2농도에서 S. mutans의 생물막 형성을 약

40% 억제한다는 연구결과23)와 비교하였을 때 동일균주는

아니지만 WC402, LP412의 구강 세균에 대한 생물막 억

제 효과가 매우 우수함을 알 수 있었다. 

Fig. 2. Effect of WC402 and LP412 on the biofilm formation of P. gingivalis and F. nucleatum. A; P. gingivalis. B; F. nucleatum. All data

were performed in triplicate and expressed as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control.
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P. gingivalis 및 F. nucleatum의 부착소 유전자 발현

억제 효과

P. gingivalis와 F. nucleatum에 MIC보다 낮은 농도의 WC402

와 LP412 5 mg/mL, 10 mg/mL를 처리 후, P. gingivalis의 부

착소유전자 hagA, hagB 및 fimA와 F. nucleatum의 부착소

유전자인 fadA와 radD 발현을 비교하였다. P. gingivalis의

경우 WC402 10 mg/mL에서 hagA의 RQ는 1.03±0.12, hagB

의 RQ는 0.81±0.16으로 haemagglutinin A, B (hagA, hagB)

모두 유의미한 억제 효과는 없는 것을 확인하였으나 fimA

는 0.54±0.11로 약 2배 감소함을 확인하였다. LP412 10 mg/

mL에서 hagA의 RQ는 1.24±0.15, hagB의 RQ는 0.56±0.19

으로 hagB가 약 2배 감소하였으며 fimA는 0.08±0.05로 약

12배 감소함을 확인하였다. WC402, LP412 모두 P.

gingivalis의 대표적인 부착소 핌브리아 유전자 fimA의 발

현을 효과적으로 억제하였으며 이는 생물막 형성 억제에

직접적인 원인으로 판단된다(Fig. 3). 한편 F. nucleatum의

경우, WC402 10 mg/mL에서 fadA의 RQ 값은 0.3±0.08로

약 3배 정도 억제되었고 radD의 RQ값은 0.21±0.03으로

약 5배 정도 억제되었다. 한편 LP412 10 mg/mL에서 fadA

의 RQ 값은 0.63±0.05, radD의 RQ값은 0.08±0.008으로

radD의 발현이 거의 90배 이상 억제되었다(Fig. 4). P.

gingivalis는 성인의 치주질환의 대표적인 세균으로 특히

잇몸 아래에 생물막을 형성하여 오랜 시간 생존하며 잇몸

질환을 일으키는 균이다27). 생물막 형성에 기여하는 대표

적인 병인 인자 핌브리아를 암호화하는 fimA 유전자의 발

현이 LP412에 의해 12배가량 억제된 것은 매우 의미 있

는 결과로 P. gingivalis의 잇몸 아래 영역에서 생물막 형

성 및 생존을 크게 억제할 수 있을 것으로 판단된다. 한

편 F. nucleatum은 red complex에 속하는 P. gingivalis등

직접적인 구강 병원균과의 상호작용을 매개하는 orange

complex에 해당하는 세균이다8). F. nucleatum의 부착소

FadA는 숙주세포에 균이 부착할 수 있도록 하여, 감염을

일으키고 염증반응을 유도하며14) 부착소 RadD는 세포외

막 단백질로 F. nucleatum의 직접적인 부착뿐 아니라 다

Fig. 3. Effect of WC402 and LP412 on the expression of adhesin genes of P. gingivalis related to biofilm formation. All data were per-

formed in triplicate and expressed as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control.

Fig. 4. Effect of WC402 and LP412 on the expression of adhesin genes of F. nucleatum related to biofilm formation. All data were per-

formed in triplicate and expressed as mean±SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control.
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른 세균들의 연결고리가 되어 생물막 형성에 기여한다15,28).

본 연구결과 F. nucleatum의 생물막 형성이 WC402에 의

해 약 77%, LP412에 의해 약 95% (Fig. 2)이상 억제된

것은 F. nucleatum의 부착소 radD 유전자 발현이 WC402

와 LP412에 현저히 억제된 것과(Fig. 4) 밀접한 관련이 있

는 것으로 볼 수 있다.

YD-38 및 THP-1세포주에서 Pg OMV에 의해 유도된

TNF-α, IL-1β유전자 발현 억제효과

WC402와 LP 412의 항염효능을 보기 위해 P. gingivalis

를 직접 감염시켜 염증반응을 유도하고자 하였으나 독성

이 강해 세포외 소포체인 Pg OMV를 이용하여 염증반응

을 유도하였다. Pg OMV에 의한 염증반응을 유도한 결과

잇몸 상피세포주인 YD-38에서는 TNF-α의 변화만 확인할

수 있어 대식세포의 일종인 THP-1에서의 효과를 함께 확

인하였다. 먼저 YD-38 세포주에 Pg OMV 10 ng/mL를 처

리한 결과 TNF-α의 RQ값은 36.68±1.85로 염증반응이 유

도되었고 WC402 1 mg/mL를 처리한 결과 RQ값이

4.15±0.37로 감소하여 TNF–α의 발현이 약 8.8배 억제됨을

확인하였다. YD-38 세포주에 MTT assay를 실시하여 독성

이 없는 것으로 확인한 LP412 1 mg/mL농도에 10 ng/mL의

Pg OMV를 동시 처리하면 독성이 나타나, LP412의 농도

를 0.25 mg/mL 이하 농도로 낮추어 실험을 진행하였고

LP412 0.25 mg/mL에서 TNF–α의 RQ값이 3.59±0.56으로

약 10배 감소함을 확인하였다. 사람 대식세포인 THP-1세

포주에서 10 ng/mL의 Pg OMV를 처리한 결과 IL-1β의

RQ는 2,330.65±204.61로 Pg OMV에 의한 염증반응이 유

도됨을 확인하였고, WC402 15 mg/mL를 처리한 경우 IL-

1β의 RQ값이 15.19±4.57로 약 150배 가량 억제되었다.

THP-1 세포주에 LP412를 처리하는 경우 MTT assay를 실

시하여 독성이 없는 것으로 확인한 LP412 1 mg/mL농도

에 10 ng/mL의 Pg OMV를 동시 처리하면 독성이 나타나,

LP412의 농도를 0.1 mg/mL농도로 낮추어 실험을 진행하였

다. 0.1 mg/mL의 LP412를 처리한 결과 IL-1β의 RQ값이

626.52±154.59로 약 3.6배가량 억제됨을 확인하였다. THP-

1에서 TNF-α의 발현을 비교한 결과 Pg OMV 단독 처리

시 RQ값이 84.54±7.85이며 WC402 15 mg/mL처리시

0.94±0.19로 약 400배 가량 억제되었고, LP412 0.1 mg/mL

처리시 6.32±3.06으로 약 13배 억제됨을 확인하였다(Fig.

5). 본 연구 결과는 유산균에 의해 IL-1β, TNF-α의 발현

이 현저히 감소한다는 보고를 한 Albuquerque-Souza등의

연구 결과와도 일치하며29) Pg OMV에 의해 유도된 염증

반응이 WC402, LP412에 의해 억제됨을 알 수 있었다.

YD-38세포주에서 F. nucleatum에 의해 유도된 IL-1β,

IL-8유전자 발현 억제 효과

YD-38 cell에 F. nucleatum을(100 MOI)감염시킨 후,

0.5 mg/mL와 1 mg/mL의 WC402, LP412를 처리하여 6시

간 배양 후, YD-38 cell에서 발현되는 IL-1β와 IL-8 mRNA

발현량을 비교하였다. F. nucleatum만 처리한 경우 IL-1β

의 RQ는 2.94±0.29로 염증반응의 유도를 확인하였고,

WC402 1 mg/mL를 처리한 결과 IL-1β RQ값은 1.71±0.07

로 유의미한 억제로 볼 수 없으나 LP412 1 mg/mL를 처

리했을 때 IL-1β RQ값은 1.14±0.11으로 약 2.5 배 정도

억제되었다(Fig. 6A). F. nucleatum만 처리한 경우 IL-8의

RQ는 15.10±1.11으로 염증반응이 유도되었음을 확인하였

고, WC402 1 mg/mL를 처리한 결과 IL-8 RQ값은 5.80

±0.29로 약 3배 정도, LP412 1 mg/mL를 처리했을 때 IL-

Fig. 5. Effect of WC402 and LP412 on Pg OMV induced expression of IL-1β and TNF-α mRNA in YD-38 cells and THP-1 cells (A)

Fold changes in TNF-α mRNA expression in YD-38 cells. (B) Folds changes in IL-1β mRNA expression in THP-1 cells. (C) Fold

changes in TNF-α mRNA expression in THP-1 cells. All data were performed in triplicate and expressed as mean±SD. *P<0.05,

**P<0.01, ***P<0.001 compared with control.
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8 RQ값은 2.67±0.50으로 약 5.6배 정도 억제되어 전염증

성사이토카인인 IL-8을 효과적으로 억제함을 확인하였다

(Fig. 6B). F. nucleatum에 의해 발현이 증가하는 대표적인

전염증성사이토카인인 IL-8의 발현이 WC402에 의해 약

5배 억제된 것은 W. cibaria SPM402의 항염효과가 우수

함을 알 수 있으며 기존 W. cibaria의 면역조절기능에 대

한 연구 결과와 일치한다13,19).

이상의 결과로 볼 때 WC402, LP412는 구강 병원성 세

균에 대한 직접적인 항균효과는 물론24), red complex에 속

하는 P. gingivalis에 대한 생물막 형성 억제능과 항염작용

이 있음을 확인하였다. Orange complex에 속하는 F.

nucleatum에 대한 생물막 형성 억제능과 항염작용도 우수

함을 알 수 있었다. 현재까지 알려진 대표적인 치주질환

의 치료는 비수술적 치료, 수술적 치료 및 보조적 약물치

료등이 있다30). 본 연구결과에서 확인된 두 유산균은 치주

질환에 대한 우수한 효과를 나타낼 것으로 사료되는 구강

건강기능성 유산균 제품으로의 가능성을 시사하고 있다. 
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국문요약

본 연구는 한국전통식품인 김치에서 분리한 W. cibaria

SPM402, L. paracasei SPM412의 포괄적인 항 치주염 효

과를 확인하였다. WC402 10 mg/mL농도에서 P. gingivalis

의 생물막 형성이 37.30±8.23%, LP412 10 mg/mL에서

51.36±5.95% 억제되었고, F. nucleatum의 생물막 형성의

경우 WC402 10 mg/mL에서 76.77±2.77%, LP412 10 mg/

mL에서 95.99± 0.73% 억제되었다. LP412 10 mg/mL에서

P. gingivalis 부착소인 fimA의 RQ값이 0.08±0.05로 약 12

배 감소함을 확인하였고, F. nucleatum의 부착소인 radD

의 RQ값은 0.08±0.008으로 radD는 거의 90배 이상 억제

되었다. 사람 잇몸 상피세포주인 YD-38에 Pg OMV에 의한

염증반응을 유도 후 WC402 15 mg/mL 처리 결과 IL-1β유

전자 발현이 약 150배 가량 억제되었고, LP412 0.1 mg/mL

처리 결과 IL-1β유전자 발현이 약 3.6배 가량 억제됨을 확

인하였다. YD-38세포주에 F. nucleatum에 의한 염증반응

을 유도 후 1 mg/mL의 WC402를 처리한 결과 IL-8유전자

발현이 약 3배 정도, 1 mg/mL의 LP412를 처리한 결과 IL-

8유전자 발현이 약 5.6배 정도 억제되었다. 이상의 결과를

볼 때 W. cibaria SPM402, L. paracasei SPM412는 구강

병원성 세균의 생물막 형성 관련 병인인자 발현 억제, 직

접적인 생물막 형성 억제 및 병원성 세균에 의해 유도된

염증반응을 효과적으로 억제하는 기능을 보유한 균주로

구강질환에 대한 치료제나 구강 건강에 도움이 되는 구

강 건강기능성 식품으로 사용될 가능성이 있음을 확인하

였다.
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Fig. 6. Effect of WC402 and LP412 on F. nucleatum induced expression of IL-1β and IL-8 mRNA in YD-38 cells. (A) Fold changes in

IL-1β mRNA expression. (B) Fold changes in IL-8 mRNA expression. All data were performed in triplicate and expressed as mean±SD.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control.
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