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요 약 문

제 목.Ⅰ

장내 점착성과 면역활성이 우수한 발효 유제품 개발starter

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

유산균은 건강한 사람의 장내 상재 미생물로서 예로부터 많은 전통 발효식

품에 이용되어 왔을 뿐만 아니라 유당불내증의 개선 장내 균총의 개선 병원, , ,
균에 대한 항균성 혈청 의 저하 항암활성 및 면연조절작용 등 인, cholesterol ,
체의 건강을 유지하는데 중요한 역할을 담당한다고 알려져 있다 그러나 이러.
한 유용한 유산균의 생리활성이 발휘되기 위해선 인간의 대장 점막에 점착성

이 있어야 장내 상재성을 나타낼 수 있으며 따라서 장내 점착성은 새로운 유

산균주의 선택에 있어 가장 중요한 기준이 될 수 있다 본 연구의 목적은 장.
내 점착능과 면역증진 활성이 우수한 유산균주를 선별하고 이들의 점착특성

및 면역특성을 in vitro와 in vivo 실험에 의해 규명함으로써 새로운 형태의,
유산균 스타터 개발과 로서의 이용성을 제시하는 데 있다probiotics .

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

최종목표를 달성하기 위해 연구내용에 따라 다음과 같이 제 및 세부 협1 2 (
동 과제로 구성하였다) .

제 세부과제 장내 점착성이 우수한 균주 개발 및 점착 특성 규명1 :

장내 점착성 우수 균주 분리 및 동정1.
의 분석조건을 확립1) colonic mucin-binding assay



확립된 분석방법을 활용한 장내 점착능 우수균주 분리 및 동정2)
분리균주의 내산성 및 내담즙성 평가3)

분리균주의 장내 점착특성 규명2.
분리 균주의 점착특성 평가를 위한 분리1) lectin
분리된 을 활용한 점착특성 및 기작 평가2) lectin

3. 분리 균주의 장내 점착특성에 대한 in vivo 실험
1) In vivo 장내 점착성 평가를 위한 계 확립ELISA assay
2) L. brevis 의 경구투여에 의한 장내 점착성FSB-1 in vivo 실험

제 세부과제 면역활성이 우수한 균주 분리 및 발효 유제품 개2 : starter
발

면역활성이 우수한 유산균주 선별 및1. in vitro와 in vivo 면역 특성

면역활성이 우수한 균주의 선별1)
분리균주의 면역활성에 대한2) in vitro 실험
분리균주의 면역활성에 대한2) in vivo 실험

2. Lactobacillus brevis 의 생산능 및 면역FSB-1 exopolysaccharide (EPS)
활성과 시작품 제작

분리균주의 생산능력 확인 및 생산조건 확립1) EPS
곡물을 활용한 의 수율 및 면역활성 측정2) EPS
분리균주를 이용한 시제품 생산3)

연구개발결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ

장내 점착능과 면역활성이 우수한 유산균주를 분리하고 면역활성 및 특성,
을 규명하였다 또한 분리균주로부터. in vitro 계 및assay in vivo 계의assay
장내 점착특성 및 면역특성을 확립하였다 뿐만 아니라 분리균주를 활용한 시.
제품을 생산함으로써 산업화하였다 본 실험결과는 장내점착능과 면역활성이.



우수한 유산균주를 분리하는데 유용한 기술이며 발효유제품생산에 응용하여,
장내 점착성 및 면역활성과 같은 생리활성을 소유한 발효유제품의 생산이 가

능하다 이 외에 유산균이 가지는 생리활성을 지닌 유산균제재 생산 및 기능.
성식품으로서의 소재활용에 대한 응용을 기할 수 있다 또한 면역활성이 우수.
한 유산균을 분리함에 따라 이를 대량 배양하여 면역활성 물질만을 회수함에

따라 면역증진 소재로의 개발 및 활용이 가능할 것으로 판단된다.
각 세부과제별 연구개발결과를 요약하면 다음과 같다.

제 세부과제 장내 점착성이 우수한 균주 개발 및 점착 특성 규명1. 1 :

가 장내 점착성이 우수한 균주 분리 및 동정.
본 연구는 인간의 대장내 점막에 대하여 장내 점착능과 면역활성이 우수한

균주를 분리할 목적으로 장내 점착능이 우수한 균주를 신뢰성 있게 선별할,
수 있는 방법을 고안하고자 하였으며 분리된 유산균의 장내 상재성에 대한 기

작을 제안하고자 하였다.
유산균은 인간의 유용미생물로 유당 불내증의 완화 정장작용 병원성 세균, , ,

의 생육억제 콜레스테롤 저하작용 항암 작용 및 면역 활성화 작용 등 많은, ,
생리효과가 보고되고 있다 이러한 유산균의 유용한 효과가 체내에서 발휘되.
기 위해서는 최우선적으로 인간의 소화기관에서 안정하여야하며 특히 대장내,
에서 상재성이 있어 장기간 생존하는 특성을 소유해야 한다 따라서 인간의.
대장내 점막에 대하여 점착능이 우수한 유산균주를 선별할 목적으로, colonic

를 고한하고 최적의 분석조건을 검토하였다 그 결과mucin-binding assay . ,
의 에 대한 의 부착은microtiter plate well colonic mucin pH 4.8, biotinylated

의 농도는 시판 은 배 희SLP 5.0 /mL, HRP-conjugated streptoavidin 24,000㎍
석용액 의 발색시간은 분의 조건에서 측정시 최적의 결과를 나타냈다, TMB 10 .
동 조건에서 본 을 이용할 경우 장내 점착능 측정 및 우수 유assay system ,
산균주의 선별에 있어 신속하고 재현성 있는 결과를 제공할 수 있으며 인간,
의 대장에 대한 유산균의 점착능을 정량적으로 분석할 수 있음을 보여주었다.
공시균주 종 및 유아분변 유래의 분리균주 종을 포함한 총 종의 유산균32 18 50



주에 대하여 를 이용하여 대장 에 대한 결, colonic mucin-binding assay mucin
합능을 비교 측정한 결과, , Lactobacillus 이 가장 높은 결합능species FSB-1
을 보였다 따라서. L. 을 대상으로 형태학적 특성 생리 및 생species FSB-1 ,
화학적 특성과 에 대한 부분 염기서열 분석을 포함한 동정실험을16S rDNA
수행한 결과 장내 점착능 우수 유산균주로 선별된, L. 은species FSB-1
Lactobacillus brevis로 최종 동정되었다 또한 분리균주에 대한 소화기관내.
안정성을 측정하기 위하여 내산성 및 내담즙성을 평가한 결과 소화기관내에서

매우 안정한 결과를 보였으므로 기능성소재로의 활용에 대한 가능성을 제시하

였다.

나 분리 균주의 장내 점착특성 규명.
유산균이 갖는 유효한 생리효과가 유지되기 위한 대장내 상재성의 한 요인

으로 유산균 표면에 존재하는 상 단백질lectin (surface lectin-like protein,
과 대장내 점막층 의 당쇄구조간 인식의 중요성이 보고되고 있다SLP) (mucin) .

따라서 앞의 연구에서 장내 점착능이 가장 우수한 유산균주로 선별된 L.
brevis 을 대상으로 점착능에 관여하는 인자들을 규명하였다FSB-1 . L. brevis

의 로부터 대장 과 결합하는 특정 을 분리한 후FSB-1 SLP mucin lectin
를 통해 측정한 결과 분자량 및 의 단백질임을 확SDS-PAGE , 24, 55 75 kDa

인하였다 또한 분리된 각각의 분자량별 과 대장 점막층간의 결합능. lectin
을 비교한 결과 차이가 없는 것으로 나타났다(binding affinity) , . L. brevis

의 상 단백질이 인식 및 결합하는 대장내 의 당단백질 중FSB-1 lectin mucin
구성당쇄를 규명하기 위하여 와, modified colonic mucin-binding assay

을 이용하여 조사하였다TLC-immunostaining . Modified colonic
의 경우mucin-binding assay , L. brevis 의 상 단백질은 점막층FSB-1 lectin

구성당 중 단당의 경우 를 올리고당의 경우sialic acid , GalNAc 1-3Galα 을 인

식하는 것으로 추정되었다 또한 의 경우. TLC-immunostaining , 단당간의 결합

능에는 뚜렷한 차이를 보이지 않았으며 올리고당에서는, Neu5Ac 2-6Galα β
와의 결합능이 상대적으로 매우 높은 결과를 보였다 따라서1-4GlcNAc . L.

brevis 의 상 단백질은 의 구성당 중 외부의 당쇄FSB-1 lectin RCM (external



를 인식하여 결합하는 것으로 확인되었다sugar chains) . 이상의 결과로 인간

의 대장내 점막에 대한 점착능 측정방법인 로 점colonic mucin-binding assay
착능이 우수한 L. brevis 을 분리할 수 있었을 뿐만 아니라 대장 내에FSB-1
서 L. brevis 이 인식하는 당 및 기작을 규명 하였다FSB-1 .

다 분. 리 균주의 장내 점착특성에 대한 실험in vivo
Gastrointestinal( 내에서GI) tract L. brevis 의 생육능력 및 점착능을FSB-1

검토하기 위하여 을 이용한Wister rat in vivo 실험을 실시하였다 쥐의 분변.
중 L. brevis 의 분리 및 검출을 위하여 를 조제한FSB-1 polyclonal antibodies
후 법을 이용하여 분변 중, ELISA L. brevis 의 양을 측정하는 방법을FSB-1
고안하였다 에 대하여. Wister rat L. brevis 을FSB-1 1010 로 경구투cells/mL
여한 후 을 통과하여 배변되기까지 걸리는 시간은 약 시간이었으며, GI tract 8 ,
이때 분변 중 L. brevis 의 양은FSB-1 107.40 였다cells/g of wet feces 또한.
L. brevis 을FSB-1 1010 로 일간 매일 회씩 에 경구투cells/day 20 1 Wister rat
여한 다음 경구투여 기간과 경구투여 중단 후의 분변 중, L. brevis 의FSB-1
양을 측정하였다 경구투여 기간내 분변 중. L. brevis 의 양은 평균FSB-1
107.22 였으며cells/g of wet feces 경구투여 중단 후 일과 일 후의 분변 중, 8 10
L. brevis 의 양은 각각FSB-1 107.50 과 107.46 였다cells/g of wet feces 따라.
서 L. brevis 은 내에서 생육이 가능하며 경구투여 기간뿐만FSB-1 GI tract ,
아니라 경구투여 중단 후 일까지도 장내에 점착하여 생육하는 것으로 판단10
되므로 장내 생육능력과 점착능이 매우 우수한 균주로 여겨졌다 또한.

를 이용한 법에 의한 분변 중polyclonal antibodies ELISA L. brevis 의FSB-1
검출방법은 섭취시킨 유산균의 검출정도를 신속하게 파악할 수 있는 매우 유

용한 방법임을 확인할 수 있었다.

협동과제 면역활성이 우수한 균주 분리 및 발효 유제품 개발2. : starter

가 면역활성이 우수한 유산균주 선별 및. in vitro와 in vivo 면역 특성

면역활성이 우수한 유산균주를 선별할 목적으로 총 종의 공시균주및 일부27



분리 균주를 대상으로 면역증진활성을 검토한 결과 우리나라 전통 발효식품,
인 김치에서 분리한 Lactobacillus plantarum 과 L. brevis 의 세포질FSB-1
획분이 가장 높은 항보체 활성을 보여 우수 균주로 선별하고 이후의 실험에

사용하였다 이들 중 주관기관에서 장내 점착능이 우수한 균주로 선별된. L.
brevis 는 장내 점착능과 면역활성 모두가 우수하였으므로 이들을 대상FSB-1
으로 전균체 세포벽 세포질 및 균체 외 획분으로 각각 분리한 다음 각종 면, ,
역 증진활성을 측정하였다 장관면역 활성의 측정결과 세포를. , Peyer's patch
매개로 한 골수세포 증식활성의 경우 세포벽 및 세포질 획분에서 상대적으로,
높은 활성을 농도 의존적으로 보인 반면 직접적인 골수세포 증식활성은 나타,
내지 않았다 마크로파지 활성화능은 전균체 세포벽 및 세포질 획분에서 상대. ,
적으로 높은 활성을 보였으며 활성화능의 경우는 이들, splenocyte mitogen
획분에서 공히 대조군의 약 이상의 활성증가가 관찰되었다 그러나 양성200% .
대조군인 의 활성에는 다소 미치지 못하였다 한편 보체계 활성화능을 검LPS .
토한 결과는 균체 외 획분을 제외한 모든 획분에서 높은 활성화능을 보였으

며 특히 세포질 획분에서 농도 의존적으로 매우 강력한 활성을 나타냈다 또, .
한 세포질 획분에 의한 보체계 활성화는 를 이용한 차원 면anti-human C3 2
역 전기영동에 의해 및 의 양 경로를 경유함을, classical alternative pathway
확인할 수 있었다. L. brevis 의 세포질 획분을 대상으로FSB-1 in vivo 보체
계 활성화능이 측정되었다. L. brevis 의 세포질 획분은 각각FSB-1 50

과 씩 각각 복강내에 주사하고 혈중 보체가를 측정mg/kg 25 mg/kg, 0 mg/kg ,
한 결과 각 투여군에서 대조군에 비하여 보체가의 급격한 감소가 관찰되었다, .
보체가는 초기 급격한 감소을 보이다가 투여 시간 이후를 경계로 회복되는. 4
양상을 보여주었다 이러한 결과는 보체의 활성화에 의한 것으로 이들 활성.
다당 획분이 체내 보체계를 직접 활성화 할 수 있음을 시사하는 것이다 한.
편 L. brevis 의 세포질 획분의 복강 내 투여가 형광세포FSB-1 C3-positive
의 유도에 미치는 영향을 검토한 결과 회수된 중, macrophage complement
의 분해산물이 결합되어 있어 한 형광성 세포는 무투여 대조군C3 C3-positive

이 인데 반하여 투여군에서는 투여군에서는7.8% 10 mg/kg 32.6%, 20 mg
를 나타냄으로써 급격한 증가를 보였으며 이러한 결과는48.9% L. brevis



의 세포질 획분이 를 활성화하여 생성된 부산물 에 의FSB-1 complement (C3b)
해 를 활성화할 수 있으며 특히 활성화된 에 의해 항macrophage , macrophage
암활성까지도 기대할 수 있음을 시사하는 내용으로 흥미로운 결과라 할 수 있다.

나 면역활성이 우수한 유산균주 선별 및. in vitro와 in vivo 면역 특성

본 연구는 인간의 대장내 점막에 대하여 장내 점착능과 면역활성이 우수한

것으로 판명된 균주를 대상으로 이와 같은 생리활성을 소유한 유제품의 산업

화 및 유산균제재와 생리활성물질 분획으로부터 기능성소재로서의 폭 넓은 활

용을 제안하기 위한 목적으로 수행되었다 특히. L. brevis 의 균체성분FSB-1
에 대한 면역활성 연구뿐만 아니라 대사산물에 의한 면역활성의 측정을 위하

여 유산균의 대사산물로 생산될 수 있는 면역능 활성화물질인

의 생산가능성 확인 및 최적의 생산조건을 규명하였exopolysaccharide (EPS)
다 또한 곡물을 배지로 활용하여 의 생산성 향상 및 의 항보체. EPS EPS ,

및 활성 등의 면역특성을 측정하였다 그 결과mitogen cytokine . L. brevis
은 를 배지로 사용할 경우 를 생산하였으며 최적조FSB-1 15% skim milk EPS ,

건은 온도 에서 시간동안 배양할 때 최대의 생산량을 보였으며 항40 30 EPS℃
보체활성을 보였다 위의 의 생산을 위한 최적조건을 바탕으로 종의 곡. EPS 8
물배지를 활용한 L. brevis 의 배양결과 가장 높은 의 생산량을 보FSB-1 EPS
인 곡물은 검은콩 보리 및 찹쌀현미였으며 항보체활성이 가장 높은 의, , EPS
생산을 보인 곡물은 대두였다 의 생산성을 보다 향상시키기 위하여 검은. EPS
콩 보리 및 찹쌀현미에 대한 배합비와 배양시간에 따라, L. brevis 을FSB-1
배양한 결과 배합비율은 보리와 찹쌀현미를 로 배합했을 때 배양시간은, 1:2 ,
시간에서 시간사이에 최대 의 생산량을 보였다 이 때 생산된 의24 54 EPS . EPS

면역활성화능 측정결과 배양시간에 관계없이 높은 항보체활성과 활mitogen
성을 보였다.
이상의 결과로 선별된 L. brevis 과FSB-1 Lactobacillus plantarum은 인간

의 대장내 점착성 및 면역활성 균체성분 및 대사산물 을 소유하고 있는 것으( )
로 사료된 바 이를 활용하여 생리활성을 소유한 다양한 기능성 식품 소재로,
의 응용이 가능할 것으로 판단되었다.



SUMMARY

I. Project Title

Development of dairy starter culture having potent adhesive
property and immunopotentiating activities

II. Objective and Importance of the Project

Lactic acid bacteria (LAB) have many beneficial effects on human
health, such as the alleviation of symptoms of lactose intolerance,
modulation of endogenous microflora, anti-microbial activity of pathogens,
reduction in serum cholesterol, anti-carcinogenic and immunostimulation
activities. Since the adhesion of LAB to the human colonic mucosa has
been considered as an important element for many of the observed health
aspects, the adhesion to intestinal mucosa has been used as a selection
criteria for a new probiotic strain. The objectives of this project were to
screen lactic acid bacteria with potent adhesive property to human colonic
mucosa and immunopotentiating activities, to optimise the culture condition,
to elucidate the adhesive mechanims and immunopotentiating characteristics
in vitro and in vivo, and to development a new starter and processed
products by using these selected lactic acid bacterial strains.

III. Scope and Contents of the Project

Following studies were done by two research groups.



Part I: Strain development of lactic acid bacteria with potent
adhesive property in human colonic mucosa and elucidation of the
adhesion property

1. Isolation of identification of lactic acid bacteria with potent adhesive
property in human colonic mucosa
1) Establishment of analysis condition of colonic mucin-binding assay
2) Screening and identification of lactic acid bacteria with potent
adhesive property in human colonic mucosa

3) Resistance of acid and bile salts of the isolated strainin GI
(gastrointestinal) tract

2. Elucidation of the adhesion property of Lactobacillus brevis. FSB-1
1) Isolation of lectin for the elucidation of binding properties to human
colonic mucosa

2) Mechanism and mucin binding properties of lectin isolated from L.
brevis. FSB-1

3. Determination of the adhesive property of L. brevis FSB-1 in vivo
1) Establishment of ELISA assay for estimation of in vivo adhesion
property

2) In vivo adhesive property in human colonic mucosa by orally
administration of L. brevis FSB-1

Part II. Isolation of lactic acid bacteria with immunopotentiating
activities and development of starter for the new dairy product

1. Screening of Isolation of lactic acid bacteria with immunopotentiating
activities and their in vitro and in vivo characterization



1) Screening of lactic acid bacteria with immunopotentiating activities
2) In vitro immunopotentiating activities of the isolated strain
3) In vivo immunopotentiating activities of the isolated strain

2. Production and immnopotentiating activity of exopolysaccharides (EPS)
by Lactobacillus brevis FSB-1 and L. platarum and their application
1) Optimal production condition of the exopolysaccharide (EPS) by
L. brevis FSB-1 and L. platarum.

2) Production of the exopolysaccharides (EPS) using cereals by L.
brevis FSB-1 and their immunopotentiating activities

3) Development of starte and prototype products by isolated strains

IV. Results and Proposal for Application

Part I: Strain development of lactic acid bacteria with potent
adhesive property in human colonic mucosa and elucidation of the
adhesion property

A. Isolation of identification of lactic acid bacteria with potent
adhesive property in human colonic mucosa
To screen probiotic LAB with potent adhesive property on human

colonic mucin, colonic mucin-binding assay was introduced. This colonic
mucin-binding assay actually measures the binding affinity of surface
lectin-like protein (SLP) on colonic mucin, and the optimal conditions were
examined. The optimal pH for colonic mucin coating on plate wells was
4.8, and ×24,000 diluted solution of commercially available horseradish
peroxidase (HRP) conjugated streptoavidin yielded good results. For rapid
screening, 5.0 /mL of biotinylated SLP from lactic acid bacteria was㎍



optimal, and optimal scintillation time of 3,3',5,5'-tetramethyl benzidine
(TMB) was 10 min. These conditions were useful for both rapid selection
and quantitative analysis of lactic acid bacteria that have high adhesion to
human intestinal tract. Among 50 strains of lactic acid bacteria, including
32 type culture strains and 18 isolated strains from infant feces,
Lactobacillus species FSB-1 isolated from kimchi showed the highest
binding affinity to colonic mucin. From the taxonomical viewpoints based
on morphological study, physico-biochemical study, partial 16S rDNA
seguencing, and phylogenetic analysis, L. species FSB-1 was identified as
Lactobacillus brevis. The acid tolerances of L. brevis FSB-1 in MRS broth
(pH 3.0) for 90 min, was high enough that the majority of the inocula
survived. The bile tolerances of FSB-1 was also observed at a 4% oxgall
concentration in MRS broth.

B. Elucidation of the adhesion property of Lactobacillus brevis.
FSB-1
To maintain the valid physiological effects of LAB in large intestine, the

adhesion properties of LAB to human colonic mucosa is essential. Since L.
brevis FSB-1 showed the strong adhesion property in colonic
mucin-binding assay, we studied to find the primary factors associated
with the adhesion of LAB to rat colonic mucin, which contains sugar
chains similar to those in human colonic mucin. Specific lectins bound to
colonic mucin were isolated by using the reaction between the SLP of L.
brevis FSB-1 and colonic mucin-coated membrane. When the isolated
lectins of L. brevis FSB-1 analyzed by SDS-PAGE, three bands (about 24,
55 and 75 kDa) were observed on the electrophoretograms. It has been
found that there were no differences in binding affinity among 3 lectin
bands. From the results, it assumed that those lectins were contributed to
the adhesion of the bacterial cell to the specific sugar chains of human



colonic mucosa. Therefore, we investigated the specific sugar chains in
glycoprotein of mucin using modified colonic mucin-binding assay and
TLC-immunostaining. The results of modified colonic mucin-binding assay
indicated that SLP of L. brevis FSB-1 bound to sialic acid and GalNAcα
1-3Gal, and the results of TLC-immunostaining indicated that SLP bound
strongly to Neu5Ac 2-6Gal 1-4GlcNAc. Therefore, it could be concludedα β
that SLP of L. brevis FSB-1 recognized the external sugar chains of rat
colonic mucin and bound to it.

C. Determination of the adhesive property of Lactobacillus brevis
FSB-1 in vivo
This study aimed to evaluate in vivo gastrointestinal survival and

adhesive property of orally administered L. brevis FSB-1. Since ELISA
using specific polyclonal antibodies for L. brevis FSB-1 was able to detect
the organism in faces, we have developed the specific polyclonal antibodies
to isolate and identify this strain. We collected the feces from Wister rats
which were orally administered 1010 cells/rat/day for 20 days, and
determined the LAB cells in feces. The mean recovery of L. brevis FSB-1
was about 107.22 cells/g of wet faces during the oral administration period,
and L. brevis FSB-1 cells were recovered 107.50 and 107.46 at 8 and 10
days after the end of the oral administration, respectively. These results
indicated that L. brevis FSB-1 was able to survive in the gastrointestinal
tract of rats and had the high adhesion property in rat colon. The fecal
detection method by ELISA using polyclonal antibodies could provide as a
useful tool for detecting specific dietary LAB in vivo.

Part II: Isolation of lactic acid bacteria with immunopotentiating
activities and development of starter for the new dairy product



A. Screening of Isolation of lactic acid bacteria with
immunopotentiating activities and their in vitro and in vivo
characterization
Among 27 strains of lactic acid bacteria examined for their

immunopotentiating abilitie, Lactobacillus plantarum and L. brevis FSB-1
previously isolated from Kimchi showed high anti-complementary activity.
In order to evaluate the potential utilization value as a novel probiotic
strain, the immunopotentiating activities of the cellular components of L.
brevis FSB-1 were examined. L. brevis FSB-1 isolated from kimchi were
fractionated into the whole cell, cell wall, cytosol and extracellular
preparations, and each fraction was examined on intestinal immune system
modulating activity in vitro. The cell wall and cytosol preparations showed
the relatively high bone marrow cell proliferating activity through Peyer's
patch cell in a dose-dependent manner. But these preparations did not
directly stimulate the bone marrow cell proliferation. The whole cell, cell
wall and cytosol preparations also induced considerable levels of
macrophage activation and mitogenicity of murine splenocytes in vitro. The
anti-complementary activity (ITCH50) of the cytosol fraction of L. brevis
FSB-1 was the most potent in the cellular components, and the activity
showed dose dependency. The complement activation by the cytosol
fraction of L. brevis FSB-1 occurs via both alternative and classical
pathways, which confirmed by the crossed immunoelectrophoresis using
anti-human C3. The effect of complement activation in vivo by the cytosol
fraction of L. brevis FSB-1 was confirmed by TCH50 analysis of sera
drawn from sample injected guinea pig. And increases in third component
of complement (C3)-positive cells in mice treated with the cytosol fraction
of L. brevis FSB-1 suggested that the cytosol fraction of L. brevis FSB-1
activated the complement system in vivo.



B. Production and immnopotentiating activity of exopolysaccharides
(EPS) by Lactobacillus brevis FSB-1 and L. platarum and their
applications
Cereal associated lactobacilli produce a large structural variety of

exopolysaccharides (EPS. Because these lactobacilli have a widespread use
as starter cultures in cereal fermentations, these polymers are available for
food applications through the production by lactobacilli in situ during food
fermentation. For the production of EPS from lactobacilli, we carried out
various nutrients and culture conditions. L. brevis FSB-1 and L. plantarum
showed the increase of EPS production with increase of skim milk
amounts. Especially, addition of 15% skim milk showed high level of EPS
production in both strains. L. brevis showed a high level of EPS
production at 40 , but℃ L. plantarumat 30 .℃ L. brevis showed the highest
EPS production between 30 h, but L. plantarum showed decrease of EPS
production with increase of culture time. at 30 . Anti-complementary℃
activity of L. brevis was showed thehighest level at 48 h culture. Various
cereals, black bean, barley etc., were used to produce EPS. Barley was the
most suitable cereal for the EPS production by L. brevis. However,
soybean ferment with L. brevis showed a high activity of
anti-complementary. Mitogenic activities showed high levels in soybean
and millet ferments. However, cytokine activities in cereals ferments did
not show high level. EPS production slightly increased using cereal
mixture (barley:waxy brown rice = 1:1). However, there were not
significantly increase of anti-complementary activity and mitogenic
activities. Single uses of cereals, black bean or barleysor waxy brown rice,
showed higher mitogenic acitivites than mixtures of cereals. Using cereals
mixture, barley-waxy brown rice (1:2) showed highest level of EPS
production, but did not showed high level of mitogenic activity. Mitogenic
activity using the mixture (1:4) showed the highest activity. For the



increase of mitogenic activity, the addition of amylase did not showed
increase of activity, but showed increase of anti-complementary activity.
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제 장 연구개발과제의 개요1

제 절 연구개발의 필요성1

기술적 측면1.

유산균의 주류를 차지하고 있는 Lactobacillus속과 Bifidobacterium속은 오

래 전부터 각종 발효 유제품과 된장 및 김치 등 전통 발효식품에 응용되어 왔

으며 최근에는 의약품 및 사료의 첨가제에까지 광범위하게 활용되고 있다,
과(Jung, 1997; Jung Kang, 1997; Kim, 1994) 또한 유산균은 인간의 유용한.

장내 미생물로서 유당 불내증의 완화 정장작용 병원성 세균의 생육억제 콜, , , ,
레스테롤의 저하작용 항암작용 및 면역 활성화 작용 등 많은 생리효과가 보,
고되고 있다( 등Collins , 1998; Gill, 2003; Goldin, 1998; 와Klaenhammer
Kullen, 1999; 등 등 와Ouwehand , 1999c; Salminen , 1999; Sherwood
Gorbach, 2000). 이러한 유산균의 유효한 생리효과가 체내에서 발휘되기 위해
서는 최우선적으로 인간의 소화기관에서 안정하여야 하며 특히 대장내에서,
상재성이 있어 장기간 생존하는 특성을 소유해야 한다( 등Coconnier , 1992).
유산균의 장내 상재성을 위해선 장내 점착능 이 중요한 인(adhesion property)
자로서 알려져 있으며 로 사용되는 유산균을 선택하는데 있어 하나, probiotics
의 기준으로 여겨지고 있다( 등Ouwehand , 1999d, 2001). 그러나 실질적으로

인간의 대장내 구조는 상피세포를 점막층 이 평균 이상의 두께(mucin) 400 ㎛
로 덮고 있기 때문에 유산균이 대장에서 상재할 때는 상피세포와의 결합보다,
는 점막층물질에 결합하여 분열 및 증식하는 것으로 보고되고 있다

(Matsumoto, 2002) 따라서 유산균이 장내 상재성을 갖고 유용한 제반 효과들.
을 발휘하기 위해서는 점막층과의 결합력이 필수적으로 요구된다 하겠다



( 등 등Blum , 1999; Kirjavainen , 1998).
적절한 장내 균총은 건강과 일치하며 장내 생태계의 변화는 면역학적 기능

장애나 면역결핍과 관련이 있다 많은 장내 세균중에서도 젖산균은 차적 보. 1
호장벽이 되어 장관감염과 유해균의 증식을 저지하고 장관의 환경을 정화하는

기능을 가진다 프로바이틱 젖산균은 장내까지 생존하여 들어가 유기산 생성.
에 의한 정장작용 다른 유해균과의 영양성분에 대한 경쟁적 이용 장내 생존, ,
성과 점착성 인체의 비자기체 인식에 의한 면역체계의 증가와 특정한 면역,
단백질 생성 증가 유산균 세포 잔해물 에 의한 여러 가지 기능효, (cell debris)
과 등이 젖산균의 장내 유용효과로 인정되고 있다 이와 같은 기능성은 프로.
바이오틱 균수와 균종에 따라서 차이가 있다 따라서 장벽 점착성과 균주에.
따른 면역활성의 차이는 장내 정장작용에 대단히 중요한 역할을 한다 따라.
서 프로바이오텍 젖산균의 수 많은 기능 중 장내에서의 병원체 감염억제에( )
대한 과정에 최우선적으로 관여하는 것은 장벽 정착능이라 판단되며 유산 종,
균의 개발에 앞서 가장 먼저 검토 되어야할 분야로 사료된다.

Inhibitory mechanims of probiotics against pathogens in gastrointestinal
tract

우리나라의 년도 요구르트 소비현황을 보면 액상제품은 톤 호상2001 377,965 ,
제품은 톤으로 액상제품의 비중이 높다 따라서 국민 건강증진과 더불156,020 .
어 젖산균 발효 유제품의 소비증진을 위하여 유용한 유산균의 개발이starter
중요하다 앞서 지적하였듯이 유용한 젖산균의 장내 점착성과 젖산균이 지니.
는 면역활성의 증강 효과는 젖산균 발효 유제품의 유용성을 증대하므로 이에



대한 연구 및 개발이 시급한 실정이다starter .

경제 산업적 측면2. ⋅

유산균 발효물 또는 균체의 유용물질이 면역활성화능과 같은 생리활성을 지

님에 따라 단순 발효 유제품의 생산 외에 고부가치성을 가진 물질생산이 가능

하게 됨에 따라 부가가치를 효과적으로 높일 수 있으며 유제품 생산에 사용,
이 가능한 균주를 개발함에 따라 다양하고 새로운 를 획득함으로써 여starter
러 종류의 수입 유제품들에 대한 경쟁력 있는 로의 대체효과를 얻을 수starter
있으며 나아가서는 의 해외 수출이 가능할 것으로 보인다 뿐만 아니라starter .
다양한 형태의 유산균 발효제품의 생산이 가능해 짐에 따라 우유 소비량의 증

대가 이루어 질 수 있으며 이로 인한 농가의 수입증대 및 우유의 안정적인 매

출을 기대할 수 있다 더불어 안전성이 기 확보된 균주를 어린아이를 대상으.
로 하는 이유식 및 분유 등의 여러 식품에 활용함에 따라 면역능력이 떨어지

는 어린아이들에게 면역활성화를 부여할 수 이 증진을 꾀할 수 있으리라 사료

된다.

사회 문화적 측면3. ⋅

현재 우리나라는 고령화 지수면에서 선진국에 비해 결코 낮지 않으며 평균

수명은 년기준 약 세에 이르렀으며 건강수명 역시 증가하여 약 세에2006 78 69
이르는 것으로 평가되고 있다 그러나 사망원인 또한 감염형 질환의 비율이.
감소하면서 대표적인 성인병인 만성질환과 암에 의한 사망비율이 전체의 절반

에 가까워지고 있어 건강수명을 늘리고자 하는 국민적 욕구가 증대하고 있다.
이에 따라 국민들도 고령화 사회를 인식하게 되었고 건강하게 장수하고자 하,
는 욕구가 커지면서 고령화병은 현대의 의료기술로 완치할 수 없다 는 불안“ ”
감을 갖게 됨과 동시에 일상생활을 통한 예방에 관심이 높아질 것으로 예견되

고 있다 우리나라가 년 건강기능식품제도를 정식으로 도입하게 된 배경. 2004



에는 식품소재를 통하여 고령화병을 예방함으로써 정부의료비 부담을 경감시

키고 활동력을 갖는 고령화 노동인력을 확보하자는데 두고 있음은 주목할 필

요가 있다.
따라서 면역활성화능을 가진 균주의 선별로 인한 식품에의 적용 및 기능성

소재로의 응용은 평소 식습관에서의 자연식품섭취가 가능하게 될 것이며 이로

인해 어린이들은 면역능력향상을 성인은 각종 암과 같은 성인병 예방에 일조,
할 것으로 사료된다 따라서 건강한 국가를 만드는 정부의 의료보건정책을 충.
족시킬 수 있는 하나의 대안으로 제시될 수 있을 것이다.
또한 본 연구 결과 장내점착능과 면역활성이 우수한 의 개발로 인한starter

유제품의 응용으로 안정적인 우유의 소비는 축산업계를 중심으로 농가 소득이

보장될 수 있으며 이로 인해 농업인구의 이동이 감소되어 농촌의 공동화와,
인구의 도시집중화로부터 기인하는 사회적 문제룰 완화시킬 수 있을 것이라

예상된다.

본 연구는 장내 점착능과 면역증진 활성이 우수한 유산균주를 선별하고 이

들의 점착 및 면역특성을 규명함으로써 새로운 형태의 유산균 스타터 개발과,
로서의 이용성을 제시하는 것을 최종 목표로 하고 있다 최종 목표probiotics .

를 달성하기 위해 분야에 따라 및 세부과제 제 세부과제 및 제 협동과1 2 ( 1 2
제 로 구성하였으며 주요 연구개발 목표와 내용을 세부과제별로 요약하면 다)
음과 같다.

제 절 연구개발목표와 범위2

연구개발 목표1.

� 인간의 대장에서 우수한 점착능을 갖는 균주를 선별할 목적으로 점막층,
당단백질인 과 유산균 표면의 상 단백질간의 결합능을 측정하는RCM lectin

의 분석조건을 확립colonic mucin-binding assay



� 확립된 의 분석조건을 이용하여 공시균주 및colonic mucin-binding assay
분리균주에서의 장내 점착성이 우수한 균주 분리하고 이들을 동정한 후 장

내 점착특성을 규명

� 젖산균의 면역증강물질은 세포벽에 존재하는 과 다당계물질peptidoglycan
인 것으로 밝혀져 있으므로 공시균주 및 분리균주에서의 면역활성이 높은

균주 분리하고 면역 특성을 검토

� 미생물은 세포벽 외부에 다당류를 생성하는데 세포벽과 결합되어 있는

과 세포벽과 결합되지 않은capsule (capsular polysaccharides) loose slime
의 형태로 구분되며 이를 총칭하여 라 명명(ropy) , exoplysaccharide (EPS)

하고 있으므로 공시균주 및 분리균주에서의 면역활성이 높은 균주를 분리

하며 분리 균주의 생산조건을 검토EPS
� 장내점착성과 면역활성이 높은 균주를 사용하여 제조한 유산균 발효물의

특성을 평가하여 로서의 적합성 확인starter
� 개발된 를 활용한 젖산균 발효물의 시제품 생산starter .

연구 범위2.

가 세부과제 주관기관 경기대 장내 점착성이 우수한 균주 개발 및 점. ( : ) :
착 특성 규명

의 분석조건을 확립- Colonic mucin-binding assay
확립된 분석방법을 활용한 장내 점착성 점착능 우수균주 분리 및 동정- ( )
분리균주의 산내산성 및 내담즙성 평가-
분리 균주의 점착특성 평가를 위한 분리- lectin
분리된 을 활용한 점착특성 및 기작 평가- lectin

를 활용한 균주 점차성에 대한- Polyclonal antibody in vivo 실험

나 협동과제 협동기관 고려대 면역활성이 우수한 균주 분리 및 발효. ( : ) :
유제품 개발starter
면역활성 우수균주 분리 및 동정-



분리균주의 생산능력 확인 및 생산조건 확립- EPS
분리균주의 면역 특성 평가-
분리균주의 면역활성에 대한 실험동물에 의한- in vivo 실험

에 의한 시제품 생산- Starter

연차별 연구개발목표 및 내용3.

구분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

차년도1
(2006)

세부과제 장내 점착성이 우수:
한 균주 개발 및 점착 특성

규명

의- Colonic mucin-binding assay
분석조건을 확립

확립된 분석방법을 활용한 장내-
점착성 점착능 우수균주 분리 및( )
동정

분리균주의 산내산성 및 내담즙성-
평가

협동과제 면역활성이 우수한:
균주 분리 및 발효 유제품

개발starter

면역활성 우수균주 분리-
분리균주의 생산능력 확인- EPS

및 생산조건 확립

차년도2
(2007)

세부과제 장내 점착성이 우수:
한 균주 개발 및 점착 특성

규명

분리 균주의 점착특성 평가를 위-
한 분리lectin
분리된 을 활용한 점착특성- lectin

및 기작 평가

를 활용한 균- Polyclonal antibody
주 점차성에 대한 in vivo 실험

협동과제 면역활성이 우수한:
균주 분리 및 발효 유제품

개발starter

분리균주의 면역 특성 평가-
분리균주의 면역활성에 대한 실험-

동물에 의한 in vivo 실험
에 의한 시제품 생산- Starter



제 장 국내외 기술개발 현황2

지금까지 유산균의 장내 점착능에 대한 연구는 대부분 인간의 대장내 상피

세포 유래인 또는 등과 유산균간의 결합력을 기초로 한Caco-2 HT-29 cells
균주의 선별이 그 주를 이루어 왔다( 등 등Blum , 1999; Chauviere , 1992;

등 과 와Coconnier , 1992; Greene Klaenhammer, 1994; Tuomola Salminen,
1998) 그러나 실질적으로 인간의 대장내 구조는 상피세포를 점막층 이. (mucin)
평균 이상의 두께로 덮고 있기 때문에 유산균이 대장에서 상재할 때는400 ,㎛
상피세포와의 결합보다는 점막층물질에 결합하여 분열 및 증식하는 것으로 보

고되고 있다(Matsumoto, 2002) 따라서 유산균이 장내 상재성을 갖고 유용한.
제반 효과들을 발휘하기 위해서는 점막층과의 결합력이 필수적으로 요구된다

( 등 등Blum , 1999; Kirjavainen , 1998 유산균과 인간의 대장내 점막층과의).
결합은 유산균 표면에 존재하는 상 단백질lectin (surface lectin-like protein,

과 점막층을 구성하는 단백다당체인 의 당쇄구조간의 인식 및 결SLP) mucin
합에 의해 이루어진다고 보고되고 있으며, 이들간의 결합력은 유산균 표면의

상 단백질의 특성과 점막층의 당쇄구조의 차이에 기인한다고 알려져 있lectin
다( 등 등Matsumura , 1999; Takahashi , 1996).
대장내 존재하는 의 당쇄구조는 종에 따라 서로 상이한 것으로 알려mucin

져 있는데 인간 대장내 은 쥐의 과 가, mucin mucin(rat colonic mucin, RCM)
장 유사한 당쇄구조를 가지고 있다고 보고되고 있다 등(Matsumura , 1999;

등 등 의 경우 산성Podolsky, 1985a; Slomiany , 1980; Takahashi , 1996). RCM
및 중성당으로 구성된 당쇄가 단백질의 및 을 통하여serine threonine O 결합-
형태를 하고 있으며 약 종류의 서로 다른 당 사슬 구조를 함유한다고 보고, 8
되고 있다( 등Slomiany , 1980 최근 장내 점막층과 유산균 표면의 상 단). lectin
백질간의 결합력을 이용한 유산균의 장내 점착능의 연구가 보고되고 있다



( 등 등Matsumura , 1999; Takahashi , 1996). 등 은 을Takahashi (1996) RCM
이용하여 에 코팅하고 유산균의 결합능을 측정하는 새로운polystyrene bead ,
선별방법을 고안하여, Lactobacillus acidophilus 유산균들과 간의group RCM
결합능을 조사하였다 그 결과. , L. acidophilus 이YN 2062, YN 279, YN 266
가장 높은 결합능을 보였다고 보고하였다 한편 등 은 여러. Matsumura (1999)
Lactobacillus acidophilus 균종과 간의 결합능을 조사한 결과RCM , L.
acidophilus 가 높은 결합능을 가졌으며JCM 1024, SBT 267, LA2, SBT 2062 ,
이들 균주의 상 단백질과 의 내부 당쇄구조간의 결합의 중lectin colonic mucin
요성을 강조한 바 있다 그러나 이 연구들은. L. acidophilus 에만 국한되group
어 있어 그 외 유산균이 소유한 점착능과의 전반적인 비교가 어려운 실정이

다.
또한 유산균의 정장작용 외에 항암효과 항균작용 항콜레스테롤 항변이원, , ,

작용 면역증진 효과 등, 생리활성에 관한 연구( 등 와Bhakdi , 1997; Fernandes
는 유산균체의 섭취 또는 세Shahani, 1990; Gill, 2003; Hamilton-Miller, 2003)

포성분 및 이들의 대사산물에 의한 것으로서( 등 와Kitazawa , 1998; Meydani
Ha, 2000), 예를 들어 세포벽 성분(capsular polysaccharides, peptidoglycans,

에 의한 대식세포의lipoteichoic acids) cytokine 유도( 등Bhakdi , 1997; Keller
등 및, 1992) Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus에 의한 항암효과 대식,
세포 활성화 및 의 유도가 보고되고cytokine 있다( 등Kitazawa , 1998, 2000;

등Uemura , 2003). 또한 Lactobacillus plantarum에 의한 대식세포의 cytokine
유도( 등Haza , 2003) 및 이 균체의 세포벽 성분에 의한 보체 활성화도 보고되
고 있다( 등Kim , 2002). 유산균이 이러한 면역 활성화능을 발휘하기 위해서는
유산균이 소화기관을 거쳐 장내까지 생존하여야 하며 장내 표면이나 상피세,
포에 어떠한 형태로든 결합하여 지속적으로 살아갈 수 있는 능력이 있어야 한

다 즉 장내 상재성을 갖는 유산균 및 이들이 생산하는 세포성분과 산물 등이.
를 자극시키고 내의Gut Associated Lymphoid Tissue(GALT) Peyer's patch

면역세포의 분열 및 증식을 증가시키며 의 분비 와 의, antibody(IgA ) cytokine
생산을 유도하여 결과적으로 인체의 전신 면역계에 공헌하게 된다, (Meydani
와 Ha, 2000, Fig. 3-1).



Lactobacillus brevis 와 은ATCC 14869T ATCC 8287 in vitro 실험결과 인

간의 및 에Caco-2 Intestine 407 cell 대해( 등Elina , 2003), L. brevis 은PEL1
인간의 장내 점막에 대하여( 등Ouwehand , 2001) 각각 매우 높은 장내 점착능
을 보이고 있으며 낮, 은 와 담즙산 췌장액에 대한 저항성이 보고되고pH , 있다

( 등Elina , 2003). 또한 L. brevis는 우유 치즈 인간의 분변 및 입과 장내에서, ,
분리되며 등 와 등(Elina , 2003; Kandler Weiss, 1986; Ouwehand , 2001),

상태로 여겨져 로서의 잠재Generally Recognized As Safe(GRAS) probiotics
성에 대한 여러 연구가 보고되고 있다( 등 등Elina , 2003; Kishi , 1996;
Playfair, 1987).



제 장 연구개발 수행 내용 및 결과3

제 절 장내 점착성이 우수한 균주 개발 및 점착1
특성 규명 세부과제 경기대학교( : )

제 항 장내 점착성이 우수한 균주 분리 및 동정1

서 설1.

유산균의 주류를 차지하고 있는 Lactobacillus속과 Bifidobacterium속은 오

래 전부터 각종 발효 유제품과 된장 및 김치 등 전통 발효식품에 응용되어 왔

으며 최근에는 의약품 및 사료의 첨가제에까지 광범위하게 활용되고 있다,
과(Jung, 1997; Jung Kang, 1997; Kim, 1994) 또한 유산균은 인간의 유용한.

장내 미생물로서 유당 불내증의 완화 정장작용 병원성 세균의 생육억제 콜, , , ,
레스테롤의 저하작용 항암작용 및 면역 활성화 작용 등 많은 생리효과가 보,
고되고 있다( 등Collins , 1998; Gill, 2003; Goldin, 1998; 와Klaenhammer
Kullen, 1999; 등 등 와Ouwehand , 1999c; Salminen , 1999; Sherwood
Gorbach, 2000). 이러한 유산균의 유효한 생리효과가 체내에서 발휘되기 위해
서는 최우선적으로 인간의 소화기관에서 안정하여야 하며 특히 대장내에서,
상재성이 있어 장기간 생존하는 특성을 소유해야 한다( 등Coconnier , 1992).
유산균의 장내 상재성을 위해선 장내 점착능 이 중요한 인(adhesion property)
자로서 알려져 있으며 로 사용되는 유산균을 선택하는데 있어 하나, probiotics
의 기준으로 여겨지고 있다( 등Ouwehand , 1999d, 2001).
지금까지 유산균의 장내 점착능에 대한 연구는 대부분 인간의 대장내 상피

세포 유래인 또는 등과 유산균간의 결합력을 기초로 한Caco-2 HT-29 cells



균주의 선별이 그 주를 이루어 왔다( 등 등Blum , 1999; Chauviere , 1992;
등 과 와Coconnier , 1992; Greene Klaenhammer, 1994; Tuomola Salminen,

1998) 그러나 실질적으로 인간의 대장내. 구조는 상피세포를 점막층 이(mucin)
평균 이상의 두께로 덮고 있기 때문에 유산균이 대장에서 상재할 때는400 ,㎛
상피세포와의 결합보다는 점막층물질에 결합하여 분열 및 증식하는 것으로 보

고되고 있다(Matsumoto, 2002) 따라서 유산균이 장내 상재성을 갖고 유용한.
제반 효과들을 발휘하기 위해서는 점막층과의 결합력이 필수적으로 요구된다

( 등 등Blum , 1999; Kirjavainen , 1998 유산균과 인간의 대장내 점막층과의).
결합은 유산균 표면에 존재하는 상 단백질lectin (surface lectin-like protein,

과 점막층을 구성하는 단백다당체인 의 당쇄구조간의 인식 및 결SLP) mucin
합에 의해 이루어진다고 보고되고 있으며 이들간의 결합력은 유산균 표면의,

상 단백질의 특성과 점막층의 당쇄구조의 차이에 기인한다고 알려져 있lectin
다( 등 등Matsumura , 1999; Takahashi , 1996).
대장내 존재하는 의 당쇄구조는 종에 따라 서로 상이한 것으로 알려mucin

져 있는데 인간 대장내 은 쥐의 과 가, mucin mucin(rat colonic mucin, RCM)
장 유사한 당쇄구조를 가지고 있다고 보고되고 있다 등(Matsumura , 1999;

등 등 의 경우 산성Podolsky, 1985a; Slomiany , 1980; Takahashi , 1996). RCM
및 중성당으로 구성된 당쇄가 단백질의 및 을 통하여serine threonine O 결합-
형태를 하고 있으며 약 종류의 서로 다른 당 사슬 구조를 함유한다고 보고, 8
되고 있다( 등Slomiany , 1980 최근 장내 점막층과 유산균 표면의 상 단). lectin
백질간의 결합력을 이용한 유산균의 장내 점착능의 연구가 보고되고 있다

( 등 등Matsumura , 1999; Takahashi , 1996). 등 은 을Takahashi (1996) RCM
이용하여 에 코팅하고 유산균의 결합능을 측정하는 새로운polystyrene bead ,
선별방법을 고안하여, Lactobacillus acidophilus 유산균들과 간의group RCM
결합능을 조사하였다 그 결과. , L. acidophilus 이YN 2062, YN 279, YN 266
가장 높은 결합능을 보였다고 보고하였다 한편 등 은 여러. Matsumura (1999)
Lactobacillus acidophilus 균종과 간의 결합능을 조사한 결과RCM , L.
acidophilus 가 높은 결합능을 가졌으며JCM 1024, SBT 267, LA2, SBT 2062 ,
이들 균주의 상 단백질과 의 내부 당쇄구조간의 결합의 중lectin colonic mucin



요성을 강조한 바 있다 그러나 이 연구들은. L. acidophilus 에만 국한되group
어 있어 그 외 유산균이 소유한 점착능과의 전반적인 비교가 어려운 실정이

다.
따라서 본 연구에서는 인간의 대장에서 우수한 점착능을 갖는 균주를 선별

할 목적으로 점막층 당단백질인 과 유산균 표면의 상 단백질간의, RCM lectin
결합능을 측정하는 의 분석조건을colonic mucin-binding assay Lactobacillus
acidophilus 를 이용하여 설정하였으며 이 방법을 이용하여IFO 3025 ,
Lactobacillus속, Bifidobacterium속, Lactococcus속 등 공시균주 총 종과 생32
후 주 및 세의 유아분변에서 분리한1 3 Bifidobacterium속 균주로 추정되는 18
종의 분리균주 등 총 종의 유산균주를 대상으로 결합능을 측정하였다 또한50 .
가장 높은 활성을 보인 Lactobacillus 에 대한 동정을 수행하였species FSB-1
다.

재료 및 방법2.

가 사용균주 및 실험동물.

본 실험에 사용된 공시 및 분리 유산균주 종은 각 기관에서 분양받거나32
분리하여 경기대 대학원 식품생물공학과에서 보관 중인 균주로서, Table 1-2
에 제시된 바와 같다 한편 본 실험에서 의 조건. colonic mucin-binding assay
확립에 사용된 균주는 Lactobacillus acidophilus 였다IFO 3025 .
실험동물은 인간의 대장내 과 가장 비슷한 조성 등mucin (Matsumura , 1999;

등 등Podolsky, 1985a; Slomiany , 1980; Takahashi , 1996)을 가지고 있다고
알려진 웅성 주령 주 샘타코 경기 이 사용되었으며 및Wister rat( , 10 , ( ) , ) , 24±1℃

의 상대습도로 조절된 사육조내에서 시간 동안 적응토록 하였다55% 24 48 .～
이때 사료 삼양사료 인천 와 물을 자유급식시켰다( , ) .

나 유아분변으로부터. Bifidobacterium속 균주의 분리



경기도 수원지역에 거주하는 생후 주 및 세 미만의 유아분변을 채취하여1 3
시료로 사용하였다 액체배지에서 유아분변을 혐기적. MRS(Difco Co., USA)
으로 연속 희석하고 등 의 방법에 따라, Mellissa (1993) triple-layer diffusion
분변시료 현탁액이 중간층에 위치하도록 한 다음 완전 혐기적 조건이 유지되,
도록 를 이용하여 배양하였anaerobic systems(Becton Dickinson Lab, USA)
다 이때. Bifidobacterium속 균주가 우선적으로 성장할 수 있도록 고체배BL
지 를 선택배지로 사용하여 에서 시간 동안 배양하였(Difco Co., USA) 37 48℃
다 고체배지에서 성장한 중 형태가 상이한 개를 차적. BL colony colony 100 1
으로 분리 하여(B1 B100) , lithium chloride 0.5 mg/mL, sodium lauryl sulfate～

가 함유20 /mL, sodium propionate 5 mg/mL, neomycin sulfate 10 /mL㎍ ㎍
된 등 를 이용하여 재차 적층한 다modified VF-Bouillon agar(Mellissa , 1993)
음 에서 시간 동안 배양하였다 이때 시약들은 사 제품이 사용되, 37 48 . Sigma℃
었으며 본 배지에서 성장한 총 종의 균주를, 18 Bifidobacterium속 추정균주로

하였다 참조(Table 1-2 ).

다 유산균의 배양 및 의 조제. surface lectin-like protein(SLP)

장내 점착능이 우수한 유산균주의 선별을 위해 사용된 공시 및 분리균주 50
종 중 Bifidobacterium속 균주의 전 배양액 를 액체배지 에1% MRS 300 mL
각각 접종하고 혐기적으로 에서 시간 동안 배양하였다, 37 48 .℃ Lactobacillus속
등 기타 유산균주들을 동일한 배지조건에서 동량 접종하고 에서 시간, 37 24℃
동안 혐기배양한 후 실험에 사용되었다.
위에서 배양한 각각의 배양액을 에서 분간 원심분리하여4 , 6,000 rpm 20℃

균체를 회수한 후 이하 으로, 10 mM phosphate buffered saline(pH 7.2, PBS)
회 세척하였다 용액에 현3 . 2 M guanidine-HCl(Sigma Chemical Co., USA)
탁한 후 에서 시간 동안 진탕하여 균체 표면에 부착된 단백질을 추출하, 37 2℃
였다 추출된 용액을 에서 분간 원심분리하여 균체를 제거. 4 , 12,000 rpm 30℃
한 다음 그 상등액을 증류수로 에서 시간 동안 투석한 후 동결건조하여, 4 48 ,℃
를 조제하였다SLP .



라 의 조제. Biotinylated SLP

을 을 함유한SLP 1 mg 0.15 M NaCl 0.1 M Na2HPO4 용액 에 용해(pH 9.0)
하고 화 시약, biotin , D-biotinyl- -aminocaproic acid N-hydroxysuccinimideε

을 의ester(Roche Diagnostics Co., USA) 1 mg 40 L DMSO(Sigmaμ
에 녹여 첨가한 후 에서 시간 동안 반응시켰다 이Chemical Co., USA) , 4 16 .℃

후 반응용액을 로 에서 시간 동안 투석을 수행하여10 mM PBS(pH 7.2) 4 24℃
를 조제하였다 용액 중의 단백질 함biotin-conjugated SLP . Biotinylated SLP

량을 을 표준물질로 하여bovine serum albumin(Sigma Chemical Co., USA)
을 이용하여 측정하였다Micro BCA protein assay kit(Bio-rad Lab., Canada) .

마 의 조제. Rat colonic mucin(RCM)

은 등 의 방법에 따라 의 대장 내벽으로부터 조RCM Perret (1977) Wister rat
제되었다 주령의 웅성 을 치사시켜 복부를 절개하고 대장을 적. 10 , Wister rat
출한 다음 대장 내벽을 로 긁어내어 점막층을 회수하였다 회수된, slide glass .
점막층을 용액Folch's (CHCl3:CH3 시약 급 에 현탁하여 탈지시OH=2:1, V/V, 1 )
킨 후 에서 분간 원심분리를 수행하였다 침전물을, 4 , 6,000 rpm 20 . Folch's℃
용액으로 회 세척하고 시약 급 로 회 재차 세척하여 탈지시2 , diethyl ether( 1 ) 3
켰다 탈지된 회수 점막층에 용액을 가하여 에서 시. 6 M guanidine-HCl 37 2℃
간 동안 진탕하면서 반응시킨 다음 을 추출하고 상기 조건에서 원심분mucin ,
리하여 상등액을 분리하였다 상등액을 증류수로 에서 시간 동안 투석한. 4 24℃
후 동결건조하여 을 조제하였다, RCM .

바. Colonic mucin-binding assay

에 용액Microtiter plate(Maxisorp, Nunc, Denmark) RCM (50 /mL, 6 M㎍
를 각각 분주하고 에서 하룻밤 동안 반응시켜guanidine-HCl) 75 L , 4μ ℃



을 표면에 부착시켰다 다음날 를mucin well . plate PBST(PBS-0.05% Tween
시약 급 로 회 세척한 후 과20, 1 ) 3 , blocking buffer(0.05% Tween 20 1% BSA

를 함유한 를 재 분주한 다음 상온에서 시간 동안 방PBS, pH 7.2) 100 L , 2μ
치하여 이 부착되지 않은 표면을 하였다 이후 각 은RCM well blocking . well

를 이용하여 회 세척하고 용액 를 재 분주하여PBST 4 , biotinylated SLP 50 Lμ
시간 동안 상온에서 반응시켰다 반응하지 않은 를 제거하기1 . biotinylated SLP
위해 반응상등액을 제거한 다음 를 이용하여 각 을 회 세척하였, PBST well 3
다 이렇게 처리된 에 적절히 희석된. plate horseradish

를peroxidase(HRP)-conjugated streptoavidin(Parmingen, Lab., USA) 50 Lμ
분주하고 상온에서 시간 동안 반응시켰다 결합하지 않은, 1 . HRP-conjugated

을 제거하기 위해 상등액을 버린 다음 로 회 세척하였다streptoavidin , PBST 7 .
3,3',5,5'-tetramethylbenzydine(TMB) liquid substrate system(Sigma

를 첨가하여 발색시킨 후Chemical Co., USA) 60 L , 2 N Hμ 2SO4 시약 급( 1 )
를 분주하여 반응을 정지시켰다 발색정도는 에서60 L . 450 nm Microtiterμ

를 사용하여 흡광도를 측정하였다plate reader(Molecular Devices, USA) .

사 의 분석조건 설정. Colonic mucin-binding assay

의 결과에 영향을 미치는 각각의 결정인자를Colonic mucin-binding assay
최적화하기 위하여 대표적 유산균주인, L. acidophilus 의 를 이IFO 3025 SLP
용하여 아래의 실험을 수행하고 최종적인 분석조건을 설정하였다.

에 따른 의 부착조건1) pH RCM
에 대한 의 부착정도에 미치는 의 영향을 조사하기Microtiter plate RCM pH

위하여 용액에 시약 급 또는, 6 M guanidine-HCl 0.1 N NaOH( 1 ) 0.1 N HCl
시약 급 을 가함으로서 를 으로 조정하였다 각 의( 1 ) pH 4.8, 7.0, 10.0 . pH 6 M

용액에 을 첨가하여 농도가 가 되도록 조제하였guanidine-HCl RCM 50 /mL㎍
다 에 각각 씩 분주한 다음 에서 시간 동안 정치. Microtiter plate 75 L , 4 16μ ℃
하여 을 부착시켰다 에 부착된 의 함량을RCM . Microtiter plate colonic mucin



중의 단백질 농도로 비교하고자 을 이용mucin , Micro BCA protein assay kit
하여 측정하였다.

의 처리농도 결정2) HRP-conjugated streptoavidin
에 있어서 의Colonic mucin-binding assay HRP-conjugated streptoavidin

처리농도가 미치는 영향을 측정하기 위하여 의 농도를, biotinylated SLP 5.0
및 로 고정하고 시판 의 농도별 희10.0 /mL , HRP-conjugated streptoavidin㎍
석액을 이용하여 분석을 수행한 다음 결과를 비교하였다 이때 발색시. TMB
간은 분으로 하였다10 .

의 처리농도 결정3) Biotinylated SLP
최적 의 처리농도를 결정하기 위하여 농도를 각각biotinylated SLP , 0,

로 조정한 다음 발색시간 분에서 분0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 /mL , TMB 10㎍
석을 수행하고 그 결과를 비교하였다.

발색시간 결정4) TMB
에서 의 처리시간에 따른 영향을 검토하Colonic mucin-binding assay TMB

기 위하여 처리 분 후에 발색을 정지시키고 에, TMB 0, 5, 10, 20, 40 450 nm
서 흡광도를 비교하였다.

아 장내 점착능 우수 유산균주의 동정.

본 실험에서 장내 점착능이 우수한 균주로 선별된 Lactobacillus species
의 동정을 위하여 주사형 전자현미경에 의FSB-1 S4700 SEM(Hitachi, Japan)

한 형태학적인 관찰 등 을 수행하였다 그램염색 산소 요구성 운(Shen , 1999) . , ,
동성 발효학적 특성 및 다양한 기질에 대한 효소 가수분해 활성 등의 생화학,
적 특성을 과 과 및 의 방법Cowan Steel(Cowan Steel, 1984) Macfaddin

에 따라 검사하고(Macfaddin, 1984) , Bergey's Mannual of Systemic
와 의 내용과 비교 및 검토하였다Bacteriology(Kandler Weiss, 1986) . 한편 보



다 정확한 동정을 위해, L. species 의 의 염기서열분석을 수FSB-1 16S rDNA
행하였다 를 종류의. 16S rDNA 2 universal
p r i m e r ( 5 ' - G A G T T T G A T C C T G G C T C A G - 3 ' ,

를 사용하여 에 의해 증폭하고5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3') PCR
등(Yoon , 1998), QIA Quick PCR Product Purification kit(Quiagen,
에 의해 정제한 다음 및Germany) , ABI PRISM Big Dye Terminator Genetic

을 이용하여 서열을 분석하였다Analyzer 377(Applied Biosystems, CA, USA) .
선별된 균주 L. 의 서열은species FSB-1 16S rDNA CLUSTRAL W

등 를 이용하여 다른software(Thomson , 1994) , Lactobacillus속 균주 및

로부터 얻은 유연균주의 서열과 정렬시키고 상동EMBL/Gene Bank database
성을 조사하였다.

자 분리균주의 내산성 및 내담즙성 평가.

분리균주의 내산성시험은 를 으로 조정하여 멸균한 다음MRS broth pH 3 ,
분리균주를 접종(106-107)한 후 에서 분간 유지시키면서 분마다 생균37 90 30℃
수를 측정하여 내산성을 비교하였다 등 내담즙산시험은(Berrada , 1991).

함량이 과 가 각각 포함되게 를 제조한 후 분리균주를Oxgall 1 4% MRS agar
도말하여 에서 시간 배양한 다음 생균수를 비교하였다37 48 (M.G.M.B.,℃
1994).

결과 및 고찰3.

가 장내 점착성 우수 유산균주 선별을 위한. colonic mucin-binding
의 분석조건 최적화assay

1) 의 부착에 미치는 의 영향RCM pH

장내 점착능이 우수한 유산균주를 선별하기 위한 수단으로 colonic



를 이용하기 위해 본 분석방법의 결과에 영향을 미칠 수mucin-binding assay ,
있는 각종 조건을 최적화하고자 하였다 에서. Colonic mucin-binding assay

의 에 대한 의 부착은 본 분석법에 있어 결과와 직결microtiter plate well RCM
되는 중요한 반응 중 하나로 의 부착에 미치는 의 영향을 조사하였다, RCM pH

의 부착정도를 에 부착된 단백질 함량으로 비교한 결(Table 1-1). RCM well
과 부착된 은 및 조건에서 각각 흡광도 및, RCM pH 4.8, 7.0 10.0 0.36, 0.35

을 나타냈다 이러한 결과는 의 에 대한 부착정도가0.34 . RCM microtiter plate
의 변화에 따라 큰 차이가 없음을 나타내었다pH .
이와 유사한 실험결과로 등 은 가지의 합성 고분자물질, Shi (2000) 4

의 표면에 소의(polyurethane, polystyrene, silicone, polymethyl methacrylate)
이하선 을 부착하는 실험에서 의 부착이 가능한 이유가 의mucin , mucin mucin
단백질 중심사슬 의 소수적 성질이 강한 합성 고분자(naked protein backbone)
표면에 결합하기 때문이라고 하였으며 은 이 단백질 중심사슬 구조에, mucin
탄수화물이 곁사슬 로 결합되어 있는 구조로 되어있다고(carbohydrate cluster)
보고하였다 또한 등 과 등 도 의. Ohara (1997) He (2001) mucin microtiter plate
에 대한 부착정도는 의 범위에서 큰 차이가 없다고 보고한 바도 있pH 2 9～
다 이러한 결과는 본 실험과도 일치하는 결과였다. .

등 은 장내 상피세포층과 의 결합능을 측정할Blum (1999) probiotic strain
때는 을 점막층과 의 결합능을 측정할 때는pH 7.0 , probiotic strain pH 4.5～
의 조건에서 측정할 것을 제안하였다 따라서 이후의 실험에서는 조5.0 . RCM

제시 사용된 용매인 의 인 에서 직접 부착시켜 분석6 M guanidine-HCl pH 4.8
에 이용하였다.

Table 1-1. Effects of pH on mucin-coating onto wells of microtiter
plates in colonic mucin-binding assay



Mucin-coating pH 4.8 7.0 10.0

Bound protein1)
(OD, mean±SD) 0.36±0.03 0.35±0.01 0.34±0.01

1)Bound protein contents were measured by Micro BCA protein assay kit and expressed as
mean±SD of quadruplicate tests (Absorbance at 600 nm).

에서 의2) Colonic mucin-binding assay HRP-conjugated streptoavidin
최적처리 농도 결정

의 최적 분석조건을 설정하기 위해 의Colonic mucin-binding assay , pH 4.8
조건에서 을 표면에 부착시킨 후RCM microtiter plate , L. acidophilus IFO

로부터 얻은 의 농도를 및 로 처리한 다3025 biotinylated SLP 5.0 10.0 /mL㎍
음 분석결과에 미치는 의 농도영향을 조사하였, HRP-conjugated streptoavidin
다 에 나타난 바와 같이 의 농도가 감. Fig. 1-1 , HRP-conjugated streptoavidin
소할수록 에 대한 결합이 낮게 측정되는 결과를 보였다 특히colonic mucin .
시판 을 배로 희석한 용액의 조건HRP-conjugated streptoavidin 3,000 36,000～
에서 농도 및 와 간의 결합은, biotinylated SLP 5.0 10.0 /mL colonic mucin㎍
거의 직선상의 감소를 보였다 따라서 본 실험에서는 에 대한. colonic mucin

의 결합이 직선상의 경향을 나타내고 흡광도가 을 나biotinylated SLP , 1.0 2.0～
타내는 의 배 희석용액을 최적의 농도로HRP-conjugated streptoavidin 24,000
결정하고 이후의 실험에 사용하였다, .
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Figure 1-1. Effects of the concentration of horseradish peroxidase
conjugated streptoavidin on binding affinity in colonic
mucin-binding assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay
and expressed as mean±SD of quadruplicate tests.

에서 의 처리농도3) Colonic mucin-binding assay biotinylated SLP
결정

에 대해 적절한 결합정도를 나타내는 의 농Colonic mucin biotinylated SLP
도를 결정하기 위하여 대표적 유산균인, L. acidophilus 기원의IFO 3025 SLP
를 조제한 다음 의 농도에 따른 과의 결합능에, biotinylated SLP colonic mucin
대한 영향을 비교 측정하였다 의 농도가 증가함에, (Fig. 1-2). Biotinylated SLP
따라 에 대한 결합정도도 증가하는 경향을 보였다 특히colonic mucin . colonic

에 대한 의 결합정도가 직선상으로 증가하고 최종 흡mucin biotinlyated SLP ,
광도가 을 나타내는 농도인 가 본 분석방1.0 2.0 biotinylated SLP 5.0 /mL～ ㎍



SLP concentraion (µg/mL)
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Figure 1-2. Effects of the concentration of biotinylated surface
lectin-like protein on binding affinity in colonic
mucin-binding assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay
and expressed as mean±SD of quadruplicate tests.

법을 위한 최적조건이라고 판단되었다 또한 의 농도에 따라. biotinylated SLP
과의 결합이 유의성 있는 차이를 보여주는 본 실험결과는 다양colonic mucin ,

한 미생물의 장내 점착능 측정을 위해 본 측정방법이 유효하게 사용될 가능성

이 있음을 확인시켜 주었다.

에서 발색시간 결정4) Colonic mucin-binding assay TMB
이상의 실험에서 얻어진 최적조건에서 의 분석colonic mucin-binding assay

결과에 미치는 발색시간의 영향을 조사한 결과 에 나타난 바TMB , Fig. 1-3
와 같이 처리시간이 길어질수록 에 대한, TMB colonic mucin L. acidophilus

기원의 결합수준도 증가하는 결과를 나타내었다IFO 3025 biotinylated SLP .



따라서 본 실험도 상기한 결과에서와 동일하게 처리시간에 따른, TMB
에 대한 결합정도가 직선상의 경향을 보이고 최종 흡광도가colonic mucin , 1.

을 나타내는 분 처리가 본 분석의 최적조건이라고 판단되었다0 2.0 10 .～
따라서 지금까지의 결과를 종합해 볼 때 유산균의 장내 상재성을 평가하기,

위해 유산균 표면의 상 단백질과 당단백질인 간의 결합능lectin colonic mucin
을 측정하는 를 사용할 경우 의 부착조건colonic mucin-binding assay , mucin
은 의 농도는 시판제품의 배 희석액 의pH 4.8, HRP 24,000 , biotinylated SLP
처리농도는 의 발색시간은 분이 최적의 분석조건임을 확인5.0 /mL, TMB 10㎍
할 수 있었다.

등 은 을 가지고 를 코팅하여 유산균Takahashi (1996) RCM polystyrene bead
의 결합능을 측정하는 새로운 선별방법을 보고한 바 있으나, polystyrene

와 균주의 간의 비특이적 결합이 큰 경향을 보여 장내 상재성을 평bead SLP ,

TMB treatment time (min)
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Figure 1-3. Effects of TMB scintillation time on binding affinity in
colonic mucin-binding assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay and
expressed as mean±SD of quadruplicate tests.



가하는 수단으로는 다소 부적절한 것으로 알려져 있다 한편 등. Matsumura
은 과(1999) RCM Lactobacillus acidophilus 간의 결합능을 비교 측정하group ,

기 위하여 본 실험과 유사한 방법을 실시한 바 있는데 본 실험의 결과와 상, ,
당히 유사한 경향을 나타내었다.

나 대장 에 대한 각종 유산균주의 결합능 비교. mucin

Lactobacillus속, Bifidobacterium속, Lactococcus속 등 종의 공시균주와32
생후 주 및 세의 유아분변에서 분리한1 3 Bifidobacterium속으로 추정되는 18
종의 균주 등 총 종의 유산균주를 대상으로 대장 에 대한 결합능을, 50 , mucin

를 이용하여 측정함으로서 장내 점착능을 비교colonic mucin-binding assay , ,
분석하였다 에 나타난 바와 같이 기준농도 에서. Table 1-2 , SLP 5.0 /mL㎍

에 대하여 상대적으로 높은 결합능 을 나타낸 공시균주mucin (binding affinity)
는 Lactobacillus hilgaridii KFRI 229, Lactobacillus species FSB-1,
Bifidobacterium breve 가 각각 로 높은 활성을 보KCTC 3220 2.31, 2.54, 1.69
여 주었다 유아분변 분리균주 중에는 균주가 각각. B40, B49, B58 1.53, 1.41,

로 비교적 높은 활성을 보여주었다1.92 .
그러나 에 의한 결합능 측정은 농도colonic mucin-binding assay SLP 5.0
에서 에 대한 결합능의 비교이므로 균주에 따라 표면에 존재하는/mL mucin ,㎍
상 단백질의 실제함량이 많을 경우 결합능이 다소 낮더라도 전체적인lectin ,

결합능은 상대적으로 우수할 수 있는 문제점을 갖고 있었다 따라서 에. mucin
대한 결합능을 각 균주로부터 분리한 의 특정농도에서 측정 후 비교하는SLP
단순비교보다는 각 균주의 표면 단백질의 함량을 고려한 실질적인 결합능을,
평가하는 것이 더 적절할 것으로 사료되었다 따라서 각 균주로부터 분리한.
의 건조시료 에 함유된 실제 단백질 함량을 측정하였다SLP 1 mg . Table 1-2

에 나타난 바와 같이 공시균주의 경우는, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus ATCC 8018, Lactobacillus plantarum KCTC 3105,
Lactococcus garvieae 가 각각 으KCTC 3772 243.43, 234.11, 282.55, 181.44 ㎍



로 높은 단백질 수율을 보였으며 유아분변 분리균주의 경우는, B8, B35, B49,
균주가 높은 단백질 생산량을 보였다 따라서 각 공시 및 분리균주의 실질B62 .

적인 결합능 의 비교는 각 유산균의 기준농도(total binding affinity) SLP 5.0
에서 에 대한 결합능을 측정한 다음 각 유산균의 상 단백질/mL mucin , lectin㎍

수율을 고려하여 비교 분석하였다 그 결과 공시균주의 경우는, . L. helveticus
ATCC 8018, L. species FSB-1, L. garvieae 가 각각KCTC 3772 2.46, 3.64,

으로 우수한 장내 점착능을 가진 것으로 평가되었으며 유아분변 분리균주2.82 ,
로는 균주가 각각 로 상대적으로 높은 장내 점착B8, B49, B62 2.49, 2.39, 2.46
능을 보였다 이러한 결과는 대장 과 유산균간의 결합능이(Table 2-2). mucin
형성되기 위해서는 단지 유산균 표면에 존재하는 와 간의 결합능SLP mucin
뿐만 아니라 유산균 표면의 실제 단백질 수율도 장내 점착능 평가에 있어 중

요한 요소로 작용함을 보여주는 결과였다.
인간의 대장내 미생물의 균총은 태어난 지 일주일내에 형성된다고 보고되어

왔으며( 등 와Coconnier , 1992; Fernandes Shahani, 1990 이 대장 미생물들),
중 의 장내 점막에 대한 점착 은 균총형성을 위한 선행조probiotics (adhesion)
건으로 강조되어 왔다( 등 와Coconnier , 1992; Fernandes Shahani, 1990;

등 와Ouwehand , 1999d, 2001; Tuomola Salminen, 1998 장내 점막에 대한).
의 결합은 점막 중 특정성분 또는 부위와 균주 표면에 존재하는probiotics

상 단백질이 관여되어 있다고 보고되고 있다lectin ( 등Ouwehand , 1999a 특).
히 장내 점막을 구성하는 당쇄성분이 중요한 역할을 담당한다고 알려져 있는,
데 등 은, Kenji (1996) Lactobacillus casei 의 장내 결합능이 대장 점IFO 3425
막 중 다양한 당쇄구조에 따라 차이가 있음을 보고하고 의 당쇄구조가, mucin
장내 점착능에 영향을 준다는 사실을 보고하였다 또한 등. Ouwehand (1999a)
도 대부분의 장내 세균은 중 당쇄부위에 따라 장내 점착능이 달라진다mucin
고 보고하였다 이러한 장내 세균의 에 대한 결합능을 평가하는. colonic mucin
방법은 주로 유산균 표면의 상 단백질을 방사선물질로 표지하여 실시하lectin
는 것이 대부분이었다( 등 등 등He , 2001; Kirjavainen , 1998; Ouwehand ,
1999a, 2000 등 은 건강한 유아와 알레르기를 갖고 있는 유아로부). He (2001a)
터 각각 를 분리하고 이들의 장내 점착능을 방사선강도로 비교bifidobacteria ,



하였다 그 결과 건강한 유아로부터 분리한. Bifidobacterim bifidum 와H-2-4
Bifidobacterium breve 이 높은 점착능을 나타내었다고 보고하였다H-1 .

등 은 연령이 상이한 실험군 신생아 생후 개월 생후 개Ouwehand (1999a) ( , 2 , 6
월 세 세 들의 분변으로부터 장 점막물질 을 분리하여, 25 52 , 74 93 ) (mucin) ,～ ～
Bifidobacterium 균주 종의 점착능을 비교한 결과 유아군에서 분리한4 , mucin
에 대하여 실험에 사용한 각 균주들은 높은 점착능을 보였다고 보고한 바 있

다 한편 등 은. Ouwehand (2000a) Bifidobacterium lactis 가Bb 12
Lactobacillus 또는GG Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus와 함께

존재하였을 때 과의 결합능이 상승했다고 보고하면서 균주간의 상호작, mucin ,
용에 의해 장내 점착능이 상승하거나 하락할 수 있다고 보고하였다.
이와 같은 실험결과를 종합해 볼 때 장내 점막층의 의 당쇄구조와 유, mucin

산균 표면의 상 단백질의 결합을 이용한 는lectin colonic mucin-binding assay
장내 점착능 평가를 위한 재현성 있고 신뢰성 높은 실험방법이라고 판단되었

다.



Table 1-2. Screening of lactic acid bacteria with highly
adhesiveproperty to colonic mucosa

Strain name of lactic acid bacteria Protein
( /mL)㎍

Binding affinity1)
(mean±SD,

OD at 450 nm)
Total binding
affinity2)
(mean±SD)

Lactobacillus acidophilus IFO 3025 44.08 1.35±0.11 0.60±0.05
Lactobacillus acidophilus 243.43 0.62±0.18 1.52±0.45
Lactobacillus amylophilus KFRI 238 55.49 1.31±0.07 0.73±0.040
Lactobacillus casei KCTC 3109 101.75 1.30±0.18 1.32±0.18
Lactobacillus confusus KFRI 227 20.73 1.40±0.04 0.29±0.01
Lactobacillus delbrueckii KCTC 1047 38.42 0.88±0.12 0.34±0.05
Lactobacillus fermentum ATCC 14931 42.00 1.38±0.06 0.58±0.03
Lactobacillus helveticus ATCC 8018 234.11 1.05±0.22 2.46±0.51
Lactobacillus helveticus 156.61 0.94±0.06 1.47±0.09
Lactobacillus hilgardii KFRI 229 19.65 2.31±0.11 0.46±0.02
Lactobacillus pentosus KCTC 3120 57.80 1.95±0.07 1.13±0.04
Lactobacillus pentosus KCCM 35472 104.59 1.13±0.04 1.18±0.04
Lactobacillus plantarum KCTC 3099 106.00 0.83±0.03 0.88±0.04
Lactobacillus plantarum KCTC 3104 51.09 0.87±0.18 0.44±0.09
Lactobacillus plantarum KCTC 3105 282.55 0.53±0.03 1.50±0.09
Lactobacillus plantarum KCTC 3108 16.80 0.68±0.06 0.11±0.01
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 27.61 0.82±0.13 0.23±0.04
Lactobacillus species FSB-1 143.57 2.54±0.08 3.64±0.12
Lactobacillus plantarum FSB-2 69.36 0.63±0.10 0.43±0.07
ML4 154.52 1.45±0.05 2.25±0.07
Streptococcus thermophilus 131.08 1.05±0.04 1.38±0.06
Streptococcus thermophilus ATCC 14485 22.54 0.99±0.10 0.22±0.02
Lactococcus garvieae KCTC 3772 181.44 1.55±0.11 2.82±0.19
Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 7962 40.26 0.93±0.03 0.37±0.01
Enterococcus casseliflavus KCTC 3079 66.35 1.29±0.07 0.86±0.05
Enterococcus faecalis KCTC 2011 46.07 1.33±0.39 0.61±0.18
Pediococcus pentosaceus KFRI 833 32.58 1.22±0.12 0.40±0.04



Strain name of lactic acid bacteria Protein
( /mL)㎍

Binding affinity1)
(mean±SD,

OD at 450 nm)
Total binding
affinity2)
(mean±SD)

Bifidobacterium catenulatum KCTC 3358 69.17 0.74±0.06 0.51±0.04
Bifidobacterium infantis KCTC 3127 39.67 0.93±0.07 0.37±0.03
Bifidobacterium breve KCTC 3220 98.58 1.69±0.05 1.66±0.05
Bifidobacterium longum KCTC 3421 82.32 0.78±0.10 0.64±0.08
Bifidobacterium bifidum KCTC 3357 68.30 1.19±0.30 0.81±0.20
B1 122.83 0.68±0.04 0.84±0.05
B8 208.30 1.20±0.04 2.49±0.09
B18 65.20 1.17±0.06 0.77±0.04
B21 50.40 1.14±0.01 0.58±0.01
B35 167.27 1.24±0.13 2.07±0.21
B40 109.54 1.53±0.09 1.68±0.10
B49 169.47 1.41±0.05 2.39±0.08
B51 128.32 0.91±0.04 1.17±0.05
B52 123.19 1.09±0.07 1.34±0.09
B53 95.15 1.3820.05 1.32±0.04
B54 113.01 0.96±0.03 1.09±0.03
B55 140.26 0.78±0.05 1.10±0.08
B58 75.00 1.92±0.07 1.44±0.05
B62 190.86 1.29±0.04 2.46±0.08
B64 135.47 0.80±0.04 1.08±0.05
B66 60.40 0.87±0.03 0.53±0.02
B67 74.80 0.87±0.05 0.65±0.04
B68 43.50 0.99±0.04 0.43±0.02

1)Binding affinity to mucin was measured by colonic mucin-binding assay and expressed as
mean±SD of quadruplicate tests. 2)Total binding affinity= Protein ( /mL)×Binding affinity/100㎍



다 의 농도에 따른 선별균주의 장내 점착능. SLP

장내 점착능이 우수한 균주의 선별과정에서 장내 점착능이 우수한 것으로

평가된 공시균주 L. helveticus ATCC 8018, L. species FSB-1, L. garvieae
와 유아분변 분리균주 균주에 대하여KCTC 3772 B8, B49, B62 biotinylated

농도에 따른 결합능을 조사한 결과는 의 및 에 나타난 바SLP Fig. 1-4 A) B)
와 같다. L. garvieae 와KCTC 3772 L. 은 대조균주로 사용된species FSB-1
대표적인 유산균주인probiotics L. acidophilus 보다 훨씬 우수한 장IFO 3025
내 점착능 활성을 보였으며, L. helveticus 은 대조군보다 다소 낮ATCC 8018
거나 유사한 수준의 장내 점착능을 나타내었다 그러나 이 모든 균주들은.

농도에 의존적으로 활성이 높아지는 경향을 보여주었다 한편 유아분변SLP .
분리균주 균주는 모두 대조균주와 유사한 수준의 장내 점착능을B8, B49, B62
보여주었다.
그러나 본 실험의 최종목표가 장내 상재성이 우수한 의 개발이라probiotics

는 측면을 고려할 때 L. garvieae 는 그 발생 기원상 부적절할 것KCTC 3772
으로 판단되었으며 유아분변 분리균주의 경우 생장이 다소 늦은 생리적 특성, ,
과 유아분변 분리균주의 동정과정 중 Bifidobacterium이 아닌 균주가 발견되

는 등 문제점이 있었다 따라서 안정적으로 높은 장내 점착능을 보이고. ,
로의 이용가능성이 높은probiotics L. 을 최종적으로 선별하고species FSB-1 ,

이후의 실험을 수행하였다.
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Figure 1-4. A quantitative analysis of binding affinity to mucin by
lactic acid bacteria selected in first screening procedure.
1)A) Type culture strains, B) Isolated strains from infant feces. 2)Adhesion to
colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay and expressed
as mean±SD of quadruplicate tests.



라 장내 점착능 우수 유산균주. Lactobacillus 의 동정species FSB-1

장내 점착능이 우수한 균주로 최종 선별되었던 L. 은 경기대species FSB-1
대학원 식품생물공학과에서 김치로부터 분리하여 보관 중인 균주였다 따라서.
형태학적 관찰 생리 및 생화학적 특성과 염기서열분석을 통한 동, 16S rDNA
정을 수행하였다. L. 의 형태적 관찰을 주사형 전자현미경species FSB-1

을 이용하여 실시한 결과 직경 약 길이(SEM) (Fig. 1-5), 0.5 0.6 m, 3.0～ μ ～
의 간균이었으며 는 고체배지 상에서 중심부위가 약간 융5.0 m , colony MRSμ

기한 흰색의 불규칙한 형태였다 생리 생화학적 특성을 검토한 결(irregular) . ,
과 에 나타난 바와 같이 양성 음성 및 비운동성의Table 1-3 , Gram , catalase
특성을 갖고 있었으며 발효형의 음성을 나타내었다 이러한 결, hetero arginine .
과들로 판단해 볼 때 L. 은 잠정적으로species FSB-1 Lactobacillus속에 속하
는 세균으로 판단되었다.

Figure 1-5. Scanning electronic microphotograph (SEM) of the
isolate, Lactobacillus species FSB-1.



Table 1-3. Comparison of morphological, physiological and
biochemical characteristics between strain FSB-1 and
Lactobacillus brevis

Taxonomical factors Lactobacillus species
FSB-1 ·Lactobacillus brevis

Cell morphology
Shape rods rods
Cell size ( )㎛ 0.5 0.6×3.0 5.0～ ～ 0.7 1.0×2.0 4.0～ ～
Motility - -
Spore - -

Colony irregular, white, rough,
raised center

irregular, white,
rough

Found in kimchi human feces
Gram staining + +
Cultural characteristics
Oxygen requirement facultative anaerobes facultative anaerobes
Growth at 5℃ - -

15℃ + +
45℃ + +

Growth in 4.0 g/L NaCl + +
6.5 g/L NaCl + +
8.0 g/L NaCl - -



Symbols: +, positive reaction; -, negative reaction; ND, not determined; d, 11 89% strains～
positive.

Taxonomical factors Lactobacillus species
FSB-1

Lactobacillus
brevis

Physiological characteristics
CO2 from glucose + +
Catalase - -
Arginase - +

Sugar fermentation
Cellobiose - -
Trehalose - -
Mannitol - -
Sorbitol - -
Arabinose - +
Lactose - d
Melibiose + +
Raffinose - d
Xylose + d
Galactose - d
Mannose - -
Ribose ND +
Salicine - -
Saccharose - d
Rhamnose - -
Maltose + +
Fructose + +
Glucose + +
Esculine - d



L. 의 발효특성 등 대부분 생화학적 특성은species FSB-1 Bergey's Mannual
에서 와 가 묘사한of Systematic Bacteriology(Macfaddin, 1984) Kandler Weiss

Lactobacillus brevis의 특성과도 상당부분 일치하였다.
한편 보다 정확한 동정을 위하여 길이의 부분 염기서열, 802 bp 16S rDNA
분석 는 제시하지 않았음 을 수행하고 관련 를 토대로 유사성을(data ) , data base
비교하였다. L. 의 의 염기서열은 에 나타species FSB-1 16S rDNA Table 1-4
난 바와 같이, Lactobacillus에 속하는 개의 종 및 아종 중 특히99
Lactobacillus brevis ATCC 14869T 표준균주와 의 높은 상동성을 보였98.5%

Table 1-4. Levels of 16S rDNA sequence similarity for strain FSB-1
and type strains of some Lactobacillus species

Strain Accession
No.

Similarity
(%)

Nucleotide
differences
/compaired

Lactobacillus brevis ATCC 14869T M58810 98.50 12/799
Lactobacillus collinoides JCM 1123T AB005893 94.13 47/800
Lactobacillus pentosus JCM 1558T D79211 92.52 60/802
Lactobacillus paraplantarum DSM 10667T AJ306297 92.52 60/802
Lactobacillus plantarum JCM 1149T D79210 92.38 61/801
Lactobacillus vermiforme ATCC 13133 M59295 91.97 63/785
Lactobacillus hilgardii ATCC 8290T M58821 91.74 65/787
Lactobacillus buchneri ATCC 4005T M58811 91.63 65/777
Lactobacillus fructivorans DSM 20203T X76330 90.89 73/801
Lactobacillus mali ATCC 27053T M58824 89.78 80/783
Lactobacillus arizonensis NRRL B-14768T AF093757 89.67 82/794
Lactobacillus sanfranciscensis ATCC
27651T X76327 89.64 83/801



으며 통상 의 염기서열 를 기준, 16S rDNA gene 97% (16S rDNA full
약 으로 종을 판단하는 최근 추세sequence: 1.500 bp) ( 등Falsen ,1999;
등Goodfellow , 1997)로 볼 때 본 균주는, Lactobacillus brevis 또는 그 유연

균주로 사료되었다 이상의 분류학적 특성을 고려할 때 장내점착성이 우수한. ,
균주로 최종 선별되었던 L. 는species FSB-1 Lactobacillus brevis로 최종 동

정되었다 따라서 본 균주를. Lactobacillus brevis 으로 명명하였다FSB-1 .

마 분리균주의 내산성 및 내담즙성.

분리균주의 내산성 및 내담즙성을 측정하기 위하여 내산성과 내담즙성을,
소유하고 있다고 보고되어 온 Lactobacillus acdiphilus 을 비교대상IFO 3025
으로 설정한 다음 L. 과의 생균수를 비교 측정하였다species FSB-1 , (Table

젖산균이 프로바이오틱스로서 역할을 수행하기 위해서는 우선 강산1-5, 1-6).
성의 위를 통과하여 장내로 이동하여야 하는데 위에서 분비되는 염산은 평상

시 를 유지하지만 음식물이 유입될 때에는 가 약 으로pH 0.78~0.9 , pH 2.0~3.0
상승되며 음식물이 위를 통과하는데 소요되는 시간은 약 시간이다 지금까, 2~4 .
지 젖산균의 위액에 대한 내산성 실험은 in vivo상에서 직접 생존율을 확인하

는 실험과 인공위액 및 등의 를 이용한, PBS buffer in vitro상의 간접적인 방

법이 이용되어 왔다 그러나 위액에 의한 미생물 사멸작용의 주요원인이 염산.
에 의한 낮은 인 것으로 밝혀졌으며pH , in vitro의 실험 결과와 in vivo에서의
결과가 거의 유사하다고 보고됨으로써 미생물의 생존은 그들의 낮은 에 대pH
한 저항성에 따른 것으로 알려지고 있다 내산성 시험결과 초기 접종균수. ,

와 비교해 볼 때 처리시간인 분 동안 대조군(control) 90 L. acdiphilus IFO
와3025 L. 의 두 균주 모두 생균수에 변화가 없음을 확인할 수species FSB-1

있었다.
한편 담즙산에 대한 내성은 위에서의 산성조건에 대한 저항성과 더불어 프,

로바이오틱스 미생물이 갖추어야 할 기본적인 특성 중 하나이다 담즙은 소장.
의 상부에서 분비되어 섭취된 지질식품의 소화 흡수를 촉진하고 미생물에 대, ,
해 세제와 유사한 작용을 함으로써 지방과 지방산으로 구성되(detergent-like)



Table 1-5. Acid tolerance of Lactobacillus species FSB-1 in MRS
broth adjusted with pH 3.0 during 0 90 min～

(cfu/mL)

Time(min)
Strain

Lactobacillus acdiphilus
IFO 3025

Lactobacillus species
FSB-1

control 3.1×107 4.2×106

0 3.8×107 5.0×106

30 3.1×107 4.9×106

60 3.3×107 4.3×106

90 2.9×107 4.4×106

어있는 미생물의 세포막에 영향을 주어 미생물 살균작용을 하는 것이다 그러.
나 몇몇 미생물은 담즙산염 가수분해효소 에 의해(bile salt hydrolase, BSH)
담즙산염을 가수분해하여 그들의 용해도를 감소시킴으로써 이러한 작용을 저,
하시킬 수 있다 특히. Lactobacillus를 포함한 많은 종의 젖산균에서 효BSH
소가 발견되었으나 이들의 담즙산에 대한 작용기작은 아직 확실히 밝혀지지,
않았다 또한 내담즙성 시험결과 두 균주 모두 초기접종균수에 비해 생균수가.
약간 감소되는 경향을 보이기는 했으나 큰 차이를 보이지 않았으며, Oxgall
함량 과 의 차이에 따른 생균수의 변화를 보이지 않았다 따라서 장내 점(1 4%) .
착능이 우수한 균주로 분리된 L. species 은 내산성 및 내담즙성을 소FSB-1
유한 것으로 판단되었다 이 결과는 분리균주의 섭취시 위산과 담즙산에 대한.
내성을 소유한 것으로 소화기관내 통과에 대한 저항성을 소유한 것을 의미하

며 대장 내까지 살아가서 점착함으로써 유용한 생리효과를 발휘할 수 있다는,
가능성을 제시하는 결과였다.



Table 1-6. Bile salt tolerance of Lactobacillus species FSB-1 in
MRS broth according to oxgall concentrations

(cfu/mL)

Oxgall(%)
Strain

Lactobacillus acdiphilus IFO
3025

Lactobacillus species
FSB-1

0 3.1×109 4.2×108

1 2.3×109 2.8×108

4 2.2×109 `2.7×108



제 항 분리 균주의 장내 점착특성 규명2

서 설1.

유산균은 인간의 유용한 장내 미생물로서 유당 불내증의 완화 정장작용, , ,
병원성 세균의 생육억제 콜레스테롤 저하작용 항암작용 및 면역 활성화작용, ,
등 많은 생리효과가 보고되고 있다( 등Collins , 1998; Gill, 2003; Goldin, 1998;

와Klaenhammer Kullen, 1999; 등 등Ouwehand , 1999c; Salminen , 1999;
와 이러한 유산균의 유효한 생리효과가 체내에서Sherwood Gorbach, 2000).

발휘되기 위해서는 최우선적으로 인간의 소화기관에서 안정하여야 하며 특히,
대장내에서 상재성이 있어 장기간 생존하는 특성을 소유해야 한다(Coconnier
등 유산균의 장내 상재성을 위해 장내 점착능 은 중, 1992). (adhesion property)
요한 인자로서 알려져 있으며 로 사용되는 유산균을 선택하는데 있, probiotics
어 하나의 기준으로 여겨지고 있다 등(Ouwehand , 1999d, 2001).
지금까지 유산균의 장내 점착능에 대한 연구는 대부분 인간의 대장 상피세

포 유래인 또는 등과 유산균간의 결합력을 기초로 한 균Caco-2 HT-29 cells
주의 선별이 그 주를 이루어 왔다( 등 등Blum , 1999; Chauviere , 1992;

등 과 와Coconnier , 1992; Greene Klaenhammer, 1994; Tuomola Salminen,
그러나 실질적으로 인간의 대장내 구조는 상피세포를 점막층 이1998). (mucin)

평균 이상의 두께로 덮고 있기 때문에 유산균이 대장에서 상재할 때는400 ,㎛
상피세포와의 결합보다는 점막층 물질에 결합하여 분열 및 증식하는 것으로

보고되고 있다 또한 성인의 경우(Matsumoto, 2002). gastrointestinal(GI) tract
의 점막층 표면은 300 m2에 이르므로 이에 대한 가능성은 매우 높다고 할 수

있다 등 따라서 유산균이 장내 상재성을 갖고 유용한 제반 효(Collins , 1998). ,
과들을 발휘하기 위해서는 점막층과의 결합력이 필수적으로 요구된다(Blum
등 등 유산균과 인간의 대장내 점막층과의 결합은, 1999; Kirjavainen , 1998).
유산균 표면에 존재하는 상 단백질 과lectin (surface lectin-like protein, SLP)
점막층을 구성하는 단백다당체인 의 당쇄구조간의 인식 및 결합에 의해mucin
이루어진다고 보고되고 있으며 이들간의 결합력은 유산균 표면의 상 단, lectin



백질의 특성과 점막층의 당쇄구조의 차이에 기인한다고 알려져 있다

( 등 등Matsumura , 1999; Takahashi , 1996).
유산균 중 가장 전형적인 의 표면구조를 보이는 대표surface layer(S-layer)

적인 예는 Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum이 있다(Kahala
등 유산균의 를 구성하고 있는 물질은 단백질 또는 당단백질로, 1997). S-layer
서 등 등 등 대부분(Avall-Jaaskelainen , 2002; Hynonen , 2002; Kahala , 1997),
종 의 단백질이 산성 단백질 의 특성을 갖는 것과는(species) S-layer (pI 3 4)～
달리, Lactobacillus속의 단백질은 염기성 단백질 의 특성을S-layer (pI > 9)
가진다 등 등 에 따라 다양하지만(Pouwels , 1998; Smit , 2001). Genera S-layer
의 단백질 함량은 총 단백질 함량의 약 를 차지하며 약10 15% , 40 200 kDa～ ～
의 분자량으로 구성되어 있다 등 등(Avall-Jaaskelainen , 2002; Hynonen ,

등 일반적으로 의 기능은2002; Kahala , 1997). S-layer cell shape
determinants, protective coats, antigenic determinats, surface recognition,

을 위한 및 의 기능이 보고되고 있cell adhesion promoter, molecular ion trap
으며 등 등 등(Avall-Jaaskelainen , 2002, 2003; Jakava-Viljanen , 2002; Sleytr ,

이 중 유산균의 장내 상재성을 위한 점착능 기능이 강조되고 있다2001),
등 등 그러나 위에서 언급한 의(Pouwels , 1996, 1998; Toba , 1995). S-layer

기능이 모든 유산균의 에서 일반적으로 인식되고 있지는 않으며S-layer
등 아직까지 연구가 부족한 실정이다(Avall-Jaaskelainen , 2002),
등 등(Avall-Jaaskelainen , 2003; Hynonen , 2002). 대장내 존재하는 의mucin

당쇄구조는 종에 따라 서로 상이한 것으로 알려져 있는데 인간 대장내, mucin
은 쥐의 과 가장 유사한 당쇄구조를 가지고mucin(rat colonic mucin, RCM)
있다고 보고되고 있다( 등 등Matsumura , 1999; Podolsky, 1985a; Slomiany ,
1980; 등Takahashi , 1996 의 경우 산성 및 중성당으로 구성된 당쇄가). RCM
단백질의 및 을 통하여serine threonine O 결합 형태를 하고 있으며 약 종- , 8
류의 서로 다른 당 사슬 구조를 함유한다고 보고되고 있다 등(Slomiany ,

인간의 장내 에 대한 연구도 보고1980). mucin(human colonic mucin, HCM)



되고 있다 와(Gold Shochat, 1981; Podolsky, 1985a,b). 와 은Gold Shochat(1981)
을 로 처리한 후 가 많은 과HCM protease , sialic acid sialomucin(mucin A)
가 많은 으로 구분지었다 이들 두 형태의 은fucose fucomucin(mucin B) . mucin

당의 구성비와 서열의 차이로 매우 특이적인 면역학적 차이를 보였다고 보고

하였다 구조적으로는 단백질 중심부 에 과 이 많. (peptide core) threonine proline
은 구조를 하고 있고 당쇄부위 에, (carbohydrate chain) sialic acid, fucose,

으로 구성되어 있으며galactose, glucosamine, galactosamine , O 결합을 형성-
하고 있다고 보고하였다 는 이 산성과 중성적 성질을. Podolsky(1985a,b) HCM
가지고 있는 올리고당으로 형성되어 있다고 보고하면서 개의, 6 group( )Ⅰ～Ⅵ
으로 분리한 다음 각 에 따른 총 종에 대한 올리고당의 구조적 기능, group 25 ,
적 특징을 보고하였다 이에 따른 의 대표적인 당쇄구조는 다음과 같다. HCM
(Podolsky, 1985a,b)

GalNAcα(1-3)Galβ(1-3)GlcNAcβ(1-3)
2

Galβ(1-4)GlcNAcβ(1-3)GalNAc-ol

1αFuc 6

GalNAcα(1-3)Galβ(1-3)GlcNAcβ)(1-6)
6 2αNeuAc 

2αNeuAc

최근 장내 점막층과 유산균 표면의 상 단백질간의 결합력을 이용한 유lectin
산균의 장내 점착능에 대한 연구가 보고되고 있는데 이들은 유산균주의, SLP
와 의 내부 당쇄구조간의 결합의 중요성을 강조한 바 있다colonic mucin

등 등 등(Kirjavainen , 1998; Matsumura , 1999; Takahashi , 1996).
Lactobacillus brevis 와 은ATCC 14869T ATCC 8287 in vitro 실험결과 인

간의 및 에Caco-2 Intestine 407 cell 대해( 등Elina , 2003), L. brevis 은PEL1
인간 장내 점막층에 대하여 각각 매우 높은 장내 점착능을 보였다고 보고하였

다( 등Ouwehand , 2001 또한). L. brevis 의 단백질ATCC 8287 S-layer slp A
은 인간의 와 뿐만 아니라Caco-2 Intestine 407 cell endothelial cell line



의 점착능EA-hy 926, urinary bladder cell line T 24, immobilized fibronectin
에도 영향을 주었다고 보고하였다( 등Hynonen , 2002) 이외에도. L. brevis의

단백질의 장내 상피세포 에 대한 점착능의S-layer slp A (gut epithelial cell)
역할이 보고 된 바 있었다( 등 등Avall-Jaaskelainen , 2003; Kahala , 1997) 또.
한 L. brevis는 항원의 전달 매개체 역할을 함으로서 기존에 로vaccine vector
사용되었던 Salmonella, Mycobacterim, Bordetella 및 Vibrio의 안전성 문제

를 해결하였다( 등Avall-Jaaskelainen , 2002). L. brevis는 우유 치즈 인간의, ,
분변 및 입과 장내에서 분리되며( 등 등Elina , 2003; Ouwehand , 2001;

와Kandler Weiss, 1986 낮), 은 와 담즙산 췌장액에 대한 저항성pH , ( 등Elina ,
2003)을 가지고 있을 뿐만 아니라, 상Generally Recognized As Safe(GRAS)
태로 여겨져 로서의 잠재성에 대한 여러 연구가 보고되고 있다probiotics
( 등 등 등Elina , 2003; Kishi , 1996; Maassen , 2000; Playfair, 1987).
따라서 본 연구에서는 유산균의 장내 점착특성 규명을 위하여 의 당, HCM

쇄와 가장 유사한 구조로 알려진 과 본 연구 제 항에서 장내 점착능이RCM 1
가장 우수한 균주로 선별된 L. brevis 간의 점착특성을 연구하였다 즉FSB-1 .
L. brevis 의 상 단백질 로부터 의 당과의 인식 및 결합FSB-1 lectin (SLP) RCM
에 기여하는 을 분리한 다음 를 실시하여 분자량을 확인하lectin , SDS-PAGE
였으며 분리된 각각의 분자량별 과 대장 점막층간의 결합능을 비교 측, lectin ,
정하였다 또한. L. brevis 의 상 단백질이 인식하는 점막층의 당쇄FSB-1 lectin
를 규명하고자 의 구성당으로 알려진 단당 종, RCM 6 ( 등 과Murty , 1978) 올리

고당 종6 ( 등Slomiany , 1980 을 선별하였다 선별된 각 당에 대한) . L. brevis
과의 결합특성을 와FSB-1 modified colonic mucin-binding assay Thin Layer

을 이용하여 측정하였다Chromatography(TLC)-immunostaining .

재료 및 방법2.

가 사용균주 및 실험동물.



본 실험의 균주는 본 연구 제 장에서 장내점착능이 가장 우수한 균으로1
선별된 Lactobacillus brevis 이 사용되었다FSB-1 .
실험동물은 웅성 주령Wister rat( , 10 , 주 샘타코 경기 과( ) , ) Newzealand

웅성 무게 이 사용되었으며white rabbit( , 270 g, Biogenomics, Korea) , 24±1℃
및 의 상대습도로 조절된 사육조내에서 시간 적응토록 하였다 이55% 24 48 .～
때 사료 삼양사료 인천 와 물을 자유급식시켰다( , ) .

나 유산균의 배양 및 의 조제. surface lectin-like protein(SLP)

액체배지 에MRS(Difco Co., USA) 300 mL L. brevis 의 전 배양액FSB-1
를 접종하여 에서 시간 동안 혐기적으로 배양한 후 실험에 사용하였1% 37 48℃

다.
위에서 배양한 배양액을 에서 분간 원심분리하여 균체를4 , 6,000 rpm 20℃

회수한 후 이하 으로 회 세, 10 mM phosphate buffered saline(pH 7.2, PBS) 3
척하였다 본 균체를 용액에. 2 M guanidine-HCl(Sigma Chemical Co., USA)
현탁한 후 에서 시간 동안 진탕하여 균체 표면에 부착된 단백질을 추출, 37 2℃
하였다 추출액을 에서 분간 원심분리하여 균체를 제거하고. 4 , 12,000 rpm 30 ,℃
그 상등액을 증류수로 에서 시간 동안 투석한 다음 동결건조하여4 48 , SLP℃
를 조제하였다.

다 의 조제. Biotinylated SLP

을 을 함유한SLP 1 mg 0.15 M NaCl 0.1 M Na2HPO4 용액 에 용해(pH 9.0)
하고 화 시약, biotin , D-biotinyl- -aminocaproic acid N-hydroxysuccinimideε

을 의ester(Roche Diagnostics Co., USA) 1 mg 40 L DMSO(Sigmaμ
에 녹여 첨가한 후 에서 시간 동안 반응시켰다 이Chemical Co., USA) , 4 16 .℃

후 반응용액을 로 에서 시간 동안 투석을 수행하여10 mM PBS(pH 7.2) 4 24℃
를 조제하였다 용액 중의 단백질 함biotin-conjugated SLP . Biotinylated SLP

량을 을 표준물질로 하여bovine serum albumin(Sigma Chemical Co., USA) ,



을 이용하여 측정하였다Micro BCA protein assay kit(Bio-rad Lab., Canada) .

라 의 조제. Rat colonic mucin(RCM)

은 등 의 방법에 따라 의 대장내벽으로부터 조RCM Perret (1977) Wister rat
제되었다 주령의 웅성 을 치사시켜 복부를 절개하고 대장을 적. 10 , Wister rat
출한 다음 대장 내벽을 로 긁어내어 점막층을 회수하였다 회수 점, slide glass .
막층을 용액Folch's (CHCl3:CH3 시약 급 에 현탁하여 탈지시킨OH=2:1, V/V, 1 )
후 에서 분간 원심분리를 수행하였다 침전물을 용, 4 , 6,000 rpm 20 . Folch's℃
액으로 회 세척하고 시약 급 로 회 재차 세척하여 탈지시켰2 diethyl ether( 1 ) 3
다 탈지된 회수 점막층에 용액을 가하여 에서 시간. 6 M guanidine-HCl 37 2℃
동안 진탕 반응시켜 을 추출하고 상기 조건에서 원심분리하여 상등액을mucin ,
분리하였다 상등액을 증류수로 에서 시간 동안 투석한 후 동결건조하여. 4 24℃

을 조제하였다RCM .

마. Lactobacillus brevis 의 로부터 의 분리FSB-1 SLP lectin

용액 를RCM (RCM 25 mg/mL, 6 M guanidine-HCl) 500 L PVDFμ
membrane(ImmobilonTM-P Transfer membrane, 25 cm2, Millipore Co., USA)
에 분주한 후 건조시켰다 로 회 세척한 다음. 10 mM PBS(pH 7.2) 10 mL 3

로 회blocking buffer(0.2% polyvinylpyrrolidone 40/PBS, pH 7.2) 10 mL 3
하였다 용액 과 시간blocking . SLP (SLP 40 mg/40 mL, 0.1% tween 20/PBS) 1

동안 진탕하여 반응시킨 다음 에 옮겨 반응을 정지시킨, 10 mM PBS(pH 7.2)
후 로 회 세척하였다 과 결합한 용액, 10 mM PBS(pH 7.2) 10 mL 3 . RCM SLP
중의 특정한 단백질 분리 을(lectin ) 0.1 M formic acid-ammonia buffer(pH

로 회 이상 반복하여 추출함으로서 회수하2.5, Sigma Chemical Co., USA) 10
였다 추출액을 를 이용하여 염류. Micro Acylizer(Asahi Chemical Co., Japan)
를 제거한 후 동결건조하여 실험에 사용하였다.



바. SDS-PAGE

를 방법에 의하여 수행하였다 즉SDS-PAGE Lammli(1970) . 10%
을 사용하여 에서 시간 동안 전기영동하여 단백질을 분separating gel 20 mA 2

리한 후 으로 염색한 후 탈색하였다 분자량Coomassie brilliant blue R-240 .
측정을 위한 은marker protein broad range molecular weight

가 사용되었다marker(Bio-rad Lab., Canada) .

사 과. RCM Lactobacillus brevis 의 분리 간의 결합특성FSB-1 lectin
측정

L. brevis 의 로부터 분리된 혼합물을 여러 에 나누어FSB-1 SLP lectin lane
전기영동하여 분자량별로 분리하였다 의 시료부분 중 한개의 과. Gel lane

을marker protein lane(broad range molecular weight marker) Coomassie
로 염색하여 탈색한 후 단백질의 위치를 확인하였다 확brilliant blue R-240 , .

인된 위치의 각 분자량별 이 포함되어 있는 의 조각 부분만을 회수한lectin gel
후 의 크기로 자른 다음 에서 로 으깨어 추출, 1×1 mm , 4 2 M guanidine-HCl℃
하였다 의 혼입을 방지하기 위해 으로 여과한 후. Gel 0.22 membrane , 0.15㎛

을 포함한M NaCl 0.1 M Na2HPO4 용액 으로 에서 일 동안 투석(pH 9.0) 4 2℃
하였다 분리된 각 에 대하여 을 제조한 후. lectin biotinylated lectin , colonic

를 이용하여 에 대한 결합능 을 비mucin-binding assay RCM (binding affinity)
교 측정하였다, .

아 를 이용한. Modified colonic mucin-binding assay Lactobacillus
brevis 의 가 인식하는 의 당 규명FSB-1 SLP RCM

를 이용하여Modified colonic mucin-binding assay L. brevis 의FSB-1
가 인식하는 의 당을 규명하기 위하여 본 실험에 사용된 단당SLP RCM ,

종과 올리고당 종 은(Sigma Chemical Co., USA) 6 6 (Dextra Lab. Ltd., UK)



과 같으며 각 당들은 의 구성당으로 보고되어 왔다Table 2-1 , RCM
등 등 등(Matsumura , 1999; Podolsky, 1985a; Slomiany , 1980; Takahashi ,

에 용액1996). Microtiter plate(Maxisorp, Nunc, Denmark) RCM (50 /mL, 6㎍
를 각각 분주하고 에서 하룻밤 동안 반응시켜M guanidine-HCl) 75 L , 4μ ℃

을 표면에 부착시켰다 다음 날 를mucin well . plate PBST(PBS-0.05% Tween
로 회 세척 후 과 를 함유한20) 3 , blocking buffer(0.05% Tween 20 1% BSA

를 재 분주한 다음 상온에서 시간 동안 방치하여PBS, pH 7.2) 100 L , 2 RCMμ
이 부착되지 않은 표면을 하였다 이후 각 은 를 이용well blocking . well PBST
하여 회 세척하고 의 용액 와 각각의 단4 , 1.25 /mL biotinylated SLP 50 L㎍ μ
당 및 올리고당 용액 를 재 분주하여 상온에서 시간 동안 반응시켰다50 L 1 .μ

중의 당과 반응하지 않거나 위에서 분주한 단당 또는 올리고당과 반응Mucin
한 를 제거한 다음 를 이용하여 회 세척하였다biotinylated SLP , PBST 3 .

배로 희석된24,000 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
를 분주하고 상온에서 시간 동streptoavidin(Parmingen, Lab., USA) 50 L , 1μ

안 반응시켰다 결합하지 않은 을 제거하기 위. HRP-conjugated streptoavidin
해 상등액을 버리고 로 회 세척하였다PBST 7 .
3,3',5,5'-tetramethylbenzydine(TMB) liquid substrate system(Sigma

를 첨가하여 발색시킨 후Chemical Co., USA) 60 L , 2 N Hμ 2SO4 시약 급( 1 )
를 분주하여 반응을 정지시켰다 발색정도는 에서60 L . 450 nm Microtiterμ

를 사용하여 흡광도를 측정하였다plate reader(Molecular Devices, USA) .
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Table 2-1. Monosaccharides and oligosaccharides of RCM were used in this experiment

Monosaccharides Oligosaccharides
Structure M.W. Structure M.W.
L-fucose 164.20 GalNAc 1-3Galα 383.33

D-galactose 180.20 Fuc 1-2Galα 326.30

D-mannose 180.20 GalNAc 1-3(Fuc 1-2)Galα α 529.50

N-acetyl-D-galactosamine 221.20 GalNAc 1-3Gal 1-4Glcα β 545.50

N-acetyl-D-glucosamine 221.20 Fuc 1-2Gal 1-4GlcNAcα β 529.50
Sialic acid

(N-acetylneuraminic acid) 309.30 Neu5Ac 2-6Gal 1-4GlcNAcα β 674.61

Abbreviation used: Gal, D-galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc, D-glucose; GluNAc, N-acetyl-D-glucosamine; NeuAc, N-acetylneuraminic
acid.
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자 을 이용한. Thin Layer Chromatography(TLC)-immunostaining
Lactobacillus brevis 의 균체가 인식하는 의 당 규명FSB-1 RCM

사용균주의 배양 및 처리1)
액체배지 에MRS 300 mL L. brevis 의 전 배양액 를 접종한 후 에서FSB-1 1% 37℃

시간 동안 혐기적으로 배양하였다 에서 분 동안 원심분리하여 균48 . 4 , 6,000 rpm 20℃
체를 회수한 후 로 번 세척하였다 균체를 로 재 현탁하, 10 mM PBS(pH 7.2) 3 . PBST
여 약 108 로 조정한 다음 시료로 사용하였다cells/mL .

의 조제2) Polyclonal antibodies
액체배지 에MRS 300 mL L. brevis 의 전 배양액 를 접종한 후 에서FSB-1 1% 37℃

시간 동안 혐기적으로 배양하였다 에서 분 동안 원심분리하여 균48 . 4 , 6,000 rpm 20℃
체를 회수한 후 로 회 세척하였다 로 균, 10 mM PBS(pH 7.2) 3 . 10 mM PBS(pH 7.2)
체를 재 현탁시킨 후 분 동안 열처리하여 균을 사멸시킨 다음, 10 , 2×108 가cells/mL
되도록 조절하였다. L. brevis 의 현탁액 와FSB-1 500 L Freund's completeμ

를 혼합하여 안정된 형태를 얻을 때까지adjuvant 500 L water in oil homogenizationμ
을 실시하였다. L. brevis 의 현탁액FSB-1 (108 을 의 엉덩이cells/mL, PBS) rabbit 1/4
지점의 근육내에 회에 걸쳐 주사하였다 주 후 동일한 방법으로 에 차 주사10 . 2 rabbit 2
하여 한 후 주 후에 본 균에 대한 를 함유한 혈청boosting , 1 IgG(polyclonal antibodies)
을 획득하였다 와 와 등(Bouh Mittal, 1999; Hay Westwood, 2002a; Kim , 1999;

등Raamsdonk , 1995)

3) TLC-immunostaining
에 의 구성당으로Silca gel-coated plate(50×50 cm, Whatman Int. Ltd., UK) RCM

알려진 단당 종과 올리고당 종을 각각 씩 분주하여 건조한 다음6 6 5 , 0.4%㎍
용액 으로 분간 처리하여polyisobutylmethacrylate (PIM, Sigma Chemical Co., USA) 1

고정시켰다 과 에. Blocking buffer[1% polyvinylpyrrolidone(PVP) 1% skim milk/PBS]
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시간 동안 침지시킨 후 로 번 세척하였다2 , 10 mM PBS(pH 7.2) 5 . L. brevis 의FSB-1
현탁액(108 과 상온에서 시간 동안 반응시킨 다음cells/mL, PBST) 2 , 10 mM PBS(pH
와 로 각각 번씩 세척하였다 에 시간 동안 침지시킨 후7.2) PBST 3 . Blocking buffer 1

로 번 세척하였다10 mM PBS(pH 7.2) 4 . Rabbit-anti-L. brevis FSB-1 IgG
과 와 상polyclonal antibodies(10 mg/mL, 0.05% tween 20 3% skim milk/PBS) 5 Lμ

온에서 시간 동안 반응시킨 다음 와 로 각각 번씩 세1.5 , 10 mM PBS(pH 7.2) PBST 3
척하였다 를 으로 희석. Peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibodies(goat) 1:500
한 용액 를 분주하여 상온에서 시간 동안 반응시켰다50 L 1.5 . 10 mM PBS(pH 7.2)μ
와 로 각각 번씩 세척한 다음PBST 3 , 3,3',5,5'-tetramethylbenzydine(TMB) liquid

를 분주하여 분간 반응시킨 후 증류수로 세척하였다 물기substrate system 50 L 10 .μ
를 건조한 후 염색된 은 를plate profile Digital camera(DSC-T11, Sony Corp., Japan)
사용하여 읽었으며 반응된 색깔의 강도는 응용 프로그, Image-pro plus(version 4.5)
램을 사용하여 컴퓨터로 정량하였다(Fig. 2-1).
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Silica gel-coated plate
Adding monosaccharides and oligosaccharides, 5 ㎍
Drying and fixation (0.4% polyisobutylmethacrylate solution)
Soaking in blocking buffer for 2 hr
[1% polyvinylpyrrolidone (PVP) and 1% skim milk/PBS, pH 7.2]

Washing with 10 mM PBS (pH 7.2), 5 times
Adding L. brevis FSB-1 solution (108 cells/mL, PBST)
Incubation at room temperature for 2 hr
Washing with 10 mM PBS (pH 7.2) and PBST, 3 times
Soaking in blocking buffer for 1 hr
Washing with 10 mM PBS (pH 7.2), 4 times
Rabbit-anti-L. brevis FSB-1 IgG polyclonal antibodies, 5 Lμ
(10 mg/mL, 0.05% tween 20 and 3% skim milk/PBS)

Incubation at room temperature for 1.5 hr
Washing with 10 mM PBS (pH 7.2) and PBST, 3 times
Peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (goat, 1:500 dilution),
50 Lμ

Incubation at room temperature for 1.5 hr
Washing with 10 mM PBS (pH 7.2) and PBST, 3 times
Adding 3,3',5,5'-tetramethylbenzydine liquid substrate system, 50 Lμ
Incubation at room temperature for 10 min
Drying and quantitative analysis by computer (Image-pro plus program)

Figure 2-1. Schematic diagram of the TLC-immunostaining for
determination of carbohydrates binding affinity with Lactobacillus brevis
FSB-1.
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결과 및 고찰3.

가. Lactobacillus brevis 의 로부터 분리 및 에 대한 각FSB-1 SLP lectin RCM
분리 의 결합특성lectin

과RCM L. brevis 간의 결합능을 이용하여FSB-1 , L. brevis 의 로부터FSB-1 SLP
의 당을 인식하는 을 분리한 다음 를 실시하였다 그 결과RCM lectin SDS-PAGE . SLP

의 경우는 수많은 단백질의 를 형성한 반면 의 당과 특이적으로 결합한 단band , RCM
백질인 의 경우는 개의 를 형성하였다 즉lectin 3 band (Fig. 2-2). L. brevis 의FSB-1
의 수많은 단백질 중 의 당을 인식하여 결합하는 데 기여한 은 개의SLP RCM lectin 3

단백질로서 분자량 및 임을 확인하였다, 24, 55 75 kDa .
등 은Yasui (1995) Lactobacillus brevis 종에 대해 단백질을 분석한 결과41 S-layer ,

종이 를 가지고 있으며 단백질의 분자량은 의 범위를 보였다고38 S-layer 38 55 kDa～
보고하였다. Jakava-Viljanen 등 은(2002) L. brevis 를 호기적 또는 혐ATCC 14869T
기적 조건으로 각각 배양한 후 배양조건의 차이에 따른 단백질의 분자량의, S-layer
변화를 측정하였다 그 결과 호기적 조건에서의 단백질의 분자량은 과. S-layer 43 50
을 혐기적 조건에서는 의 단백질을 형성한다고 보고하였다kDa , 50 kDa S-layer .
이외에 등 은Matsumura (1999) Lactobacillus acidophilus SBT 267, L. acidophilus
LA 2, L. acidophilus 에 대해 상 단백질의 분자량을 측정한 결과LA 187 lectin , L.
acidophilus 은 과SBT 267 30 50 kDa, L. acidophilus 는 및LA 2 25, 30 60 kDa, L.
acidophilus 은 과 의 결과를 나타냈다고 보고하였다LA 187 50 30 kDa .

등 은Avall-Jaaskelainen (2003) L. brevis 의 단백질 중ATCC 8287 slp A
의 유전자를 점착능이 없는 유산균에 형질전환receptor-binding region

시킴으로서 점착능을 부여할 수 있다고 보고하였다 이 결과는(transformation) . L.
brevis 의 중 장내 점착능에 기여하는 을 분리한 후 장내 점착능을FSB-1 SLP lectin ,
소유하지는 않으나 유용한 생리활성을 가진 유산균에 우수한 장내 점착능까지 부여시
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킬 수 있는 가능성을 제시하는 결과였다.
앞에서 분리한 L. brevis 의 중 각 분자량별 와 과FSB-1 SLP lectin(24, 55 75 kDa)
간의 결합특성을 를 이용하여 측정하였다 그 결과RCM colonic mucin-binding assay . ,

각 분리 은 의 결합능 보다 전반적으로 낮은 결과를 보였으lectin SLP (binding affinity)
며 분자량에 따른 각 과 간의 결합능에도 차이를 보이지 않았다, lectin RCM (Fig. 2-3).
이 결과는 과RCM L. brevis 간의 결합이 특정 분자량의 에 의해 형성되FSB-1 lectin
는 것이 아니라 여러 종류의 이 복합적으로 결합하여 형성될 수 있는 가능성을lectin
제시하였다.

198

113

96

52

28

18

75 kDa

55 kDa

24 kDa

kDa

Figure 2-2. SDS-PAGE of isolated lectins by binding reaction between
RCM and surface lectin-like protein (SLP) of Lactobacillus
brevis FSB-1.
Molecular weight marker (lane 1) and SLP of Lactobacillus brevis FSB-1 (lane 2).
Isolated lectins by binding reaction relation RCM to surface lectin-like protein (SLP)
of Lactobacillus brevis FSB-1 (lane 3).
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Figure 2-3. Comparison of binding affinity of various lectins (24, 55 and
75 kDa) and surface lectin-like protein (SLP) from Lactobacillus brevis
FSB-1 by colonic mucin-binding assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay and expressed as mean±SD
of quadruplicate tests.

나 를 이용한. Modified colonic mucin-binding assay Lactobacillus brevis
의 가 인식하는 의 당 규명FSB-1 SLP RCM

를 이용하여Modified colonic mucin-binding assay L. brevis 의 가 인식FSB-1 SLP
하는 의 당을 규명하기 위해 의 구성당으로 알려진 단당과 올리고당 각RCM , RCM 6
종에 대하여 농도별로 조제한 후 L. brevis 의 와의 결합능을 비교 측정하FSB-1 SLP ,
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였다 는 의 반응. Modified colonic mucin-binding assay colonic mucin-binding assay
과정 중 의 당과RCM L. brevis 의 간의 반응단계에서 일정농도로 조제된FSB-1 SLP ,
올리고당 및 단당을 직접 넣어줌으로서 의 당과 첨가 단당 및 올리고당들이, RCM L.
brevis 의 와 경쟁반응을 일으키게 된다 이때 발생되는 결합능의 감소율로FSB-1 SLP .
첨가 단당 및 올리고당의 인식정도를 측정하였다 즉 에 대한. RCM L. brevis FSB-1
의 와의 결합능을 기준으로 첨가 단당 및 올리고당을 첨가 후 결합능의 감소정도SLP
를 그 당에 대한 인식능력과의 상관관계로 비교 측정하였다 그 결과 단당의 경우는, .

농도의 에서 결합능이 급격히 감소하는 결과를 보였으며10 mM sialic acid (Fig. 2-4),
올리고당의 경우는 과 농도의 에서 결합능이 급격히 감0.1 1 mg/mL GalNAc 1-3Galα
소하는 결과를 보였다 따라서 를 이(Fig. 2-5). modified colonic mucin-binding assay
용하여 L. brevis 의 가 인식하여 결합하는 당을 측정한 결과 단당의 경우FSB-1 SLP ,
는 를 올리고당의 경우는 을 인식하는 것으로 추정되었다sialic acid , GalNAc 1-3Gal .α

와 은 의 구조상 당의 외부 구조Sialic acid GalNAc 1-3Gal RCM (external sugarα
를 형성하는 당으로 보고되고 있다 등 따라서chain) (Slomiany , 1980). L. brevis
은 의 구성당 중 외부 당쇄를 인식하여 결합함을 확인할 수 있었다FSB-1 RCM .
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Figure 2-4. Effects of the concentration of various monosaccharides on
binding affinity of RCM to surface lectin-like protein (SLP) from
Lactobacillus brevis FSB-1 by modified colonic mucin-binding assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay and expressed as mean±SD
of quadruplicate tests. Abbreviation used: Gal, D-galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc,
D-glucose; GluNAc, N-acetyl-D-glucosamine; Sialic acid, N-acetylneuraminic acid.
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Figure 2-5. Effects of the concentration of various oligosaccharides binding
affinity of RCM to surface lectin-like protein (SLP) from
Lactobacillus brevis FSB-1 by modified colonic mucin-binding
assay.
1)Adhesion to colonic mucin was measured by colonic mucin-binding assay and expressed as mean±SD
of quadruplicate tests. Abbreviation used: Gal, D-galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc,
D-glucose; GluNAc, N-acetyl-D-glucosamine; NeuAc, N-acetylneuraminic acid.



- 79 -

다 을 이용한. TLC-immunostaining Lactobacillus brevis 의 균체가 인FSB-1
식하는 의 당 규명RCM

L. brevis 과 구성당으로 알려진 단당 및 올리고당 각 종간의 결합능FSB-1 RCM 6
을 을 이용하여 측정하였다 이때TLC-immunostaining . L. brevis 과 구FSB-1 RCM
성당간의 결합능의 정도를 결합강도 로 표현하였다(binding intensity) . L. brevis

과 구성당간의 결합강도는 전반적으로 단당이 상대적으로 높은 결과를FSB-1 RCM
보였다 그러나. L. brevis 과 측정 단당간의 결합강도에는 뚜렷한 차이를 보이FSB-1
지 않았으며, L. brevis 과 측정 올리고당간의 결합강도에서는FSB-1 Neu5Ac 2-6Galα

와의 결합강도가 상대적으로 매우 높은 결과를 보였다 따라서1-4GlcNAc .β L. brevis
과 구성당간의 결합능은 단당보다는FSB-1 RCM 올리고당을 인식하여 결합하는 것으

로 보였으며 특히 의 구성당 중 외부 구조를 형성하고 있는, RCM Neu5Ac 2-6Galα β
와의 인식 및 결합능이 높은 결과를 나타냈다1-4GlcNAc (Table 2-2).
등 은Yamamoto (1996) Lactobacillus casei 와 여러 종류의IFO 3425
간의 결합능을 을 이용하여 측정한 결과glycospingolipid TLC-immunostaining , Galα

와의 결합능이 가장 우수하다고 보고하였다 또한 쥐의1-4Gal 1-4Glc 1-1'Cer(CTH) .β β
소장 점막에서 를 분리하여 와glycospingolipid acid glycospingolipid nonacid

를 분리한 후glycospingolipid L. casei 와의 결합능을 측정한 결과IFO 3425 , nonacid
와는 결합하지만 와는 결합하지 않는다고 보고하glycospingolipid acid glycospingolipid

였다 그리고 결합능이 전혀 없었던. Gal 1-3Gal NAc 1-4(NeuAc 2-3)Gal 1-4Glcβ β α β β
1-1'Cer(GM1 에 를 처리한 후 결합능이 생성된 것으로 볼 때 가) sialidase , sialic acid
L. casei 와의 점착능을 방해한다고 보고하였다 그러나 본 실험에서IFO 3425 . L.
brevis 과 결합능이 가장 우수했던 는 를FSB-1 Neu5Ac 2-6Gal 1-4GlcNAc sialic acidα β
포함하고 있는 구조로서 본 실험과는 상이한 결과를 보여주었다, .



- 80 -

Table 2-2. Binding affinity of Lactobacillus brevis FSB-1 to various
carbohydrates by TLC-immunostaining

1)Relative binding intensity of Lactobacillus brevis FSB-1 to Neu5Ac 2-6Gal 1-4GlcNAc was taken asα β
100. Abbreviation used: Gal, D-galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc, D-glucose; GluNAc,
N-acetyl-D-glucosamine; NeuAc, N-acetylneuraminic acid.

Carbohydrates Relative binding intensity1)

L-fucose 27
D-galactose 33
D-mannose 39

N-acetyl-D-galactosamine 51
N-acetyl-D-glucosamine 60

Sialic acid (N-acetylneuraminic acid) 33
GalNAc 1-3Galα 42
Fuc 1-2Galα 0

GalNAc 1-3 (Fuc 1-2) Galα α 15
GalNAc 1-3Gal 1-4Glcα β 66
Fuc 1-2Gal 1-4GlcNAcα β 10
Neu5Ac 2-6Gal 1-4GlcNAcα β 100
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제 항 분리 균주의 장내 점착특성에 대한3 in vivo 실험

서 설1.

유산균의 주류를 차지하고 있는 Lactobacillus속과 Bifidobacterium속은 오래 전부

터 각종 발효 유제품과 된장 및 김치 등 전통 발효식품에 응용되어 왔으며 최근, 에는

의약품 및 사료 첨가제에까지 광범위하게 활용되고 있다( 과Jung, 1997; Jung Kang,
1997; Kim, 1994 또한 유산균은 인간의 유용 장내 미생물로서 유당 불내증의 완화). , ,
정장작용 병원성 세균의 생육억제 콜레스테롤 저하작용 항암작용 및 면역 활성화작, , ,
용 등 많은 생리효과가 보고되고 있다 등(Collins , 1998; Gill, 2003; Goldin, 1998;

와Klaenhammer Kullen, 1999; 등 등 와Ouwehand , 1999c; Salminen , 1999; Sherwood
이러한 유산균의 유효한 생리효과가 체내에서 발휘되기 위해서는 최Gorbach, 2000).

우선적으로 인간의 소화기관에서 안정하여야 하며 특히 대장내에서 상재성이 있어,
장기간 생존하는 특성을 소유해야 한다 등 유산균의 장내 상재성을(Coconnier , 1992).
위해선 장내 점착능 이 중요한 인자로서 알려져 있으며(adhesion property) , probiotics
로 사용되는 유산균을 선택하는데 있어 하나의 기준으로 여겨지고 있다(Ouwehand
등, 1999d, 2001).
Lactobacillus brevis는 우유 치즈 인간의 분변 및 입과 장내에서 분리되며, , ,
Generallly Recognized As Safe( 상태로 여겨져 왔다 등GRAS) (Elina , 2003; Kandler
와 등Weiss, 1986; Ouwehand , 2001). L. brevis 와 은ATCC 14869T ATCC 8287 in
vitro 실험결과 인간의 및 에Caco-2 Intestine 407 cells 대해( 등Elina , 2003), L.
brevis 은 인간의 장내 점막에 대하여 각각 매우 높은 장내 점착능이 보고되고PEL1
있다( 등Ouwehand , 2001 또한). L. brevis 의 단백질은 인ATCC 8287 S-layer slp A
간의 와 뿐만 아니라Caco-2 Intestine 407 cells endothelial cell line EA-hy 926,

의 점착능에도 영향을 준다고urinary bladder cell line T 24, immobilized fibronectin
보고되고 있다( 등Hynonen , 2002) 이외에도. L. brevis의 단백질의 장S-layer slp A
내 상피세포 에 대한 점착능의 역할이 보고된 바 있었다(gut epithelial cell)
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( 등 등Avall-Jaaskelainen , 2003; Kahala , 1997). L. brevis는 항원의 전달 매개체역할
을 함으로서 기존에 로 사용되었던vaccine vector Salmonella, Mycobacterim,
Bordetella 및 Vibrio의 안전성 문제를 해결했다고 보고하였다( 등Avall-Jaaskelainen ,
2002 또한). L. brevis는 낮은 와 담즙산 췌장액에 대한 저항성이 보고되고pH , 있으며

( 등Elina , 2003), 로서의 잠재성에 대한 여러 연구가 보고되고 있다probiotics (Elina
등 등 등, 2003; Kishi , 1996; Playfair, 1987; Maassen , 2000) 그러나. Lactobacillus속
및 Bifidobacterium속의 유산균들은 서로 다른 종 이나 균주 에 따라(species) (strain)

내에서의 생육이 다양하므로 장내 상재성이 고려되어야 한다gastrointestinal(GI) tract
( 등Yuki , 1999).
따라서 본 연구에서는 본 연구 제 항에서 장내 점착능이 가장 우수한 균으로 선1
별되었던 Lactobacillus brevis 을 대상으로 내에서의FSB-1 gastrointestinal(GI) tract
생육능력 및 점착능을 검토하기 위하여 을 이용하여, Wister rat in vivo 실험을 실시

하였다 또한 쥐의 분변 중. L. brevis 의 분리 및 검출을 위하여FSB-1 polyclonal
를 조제한 후 법을 이용한antibodies ELISA L. brevis 의 검출방법을 고안하였FSB-1

다 에. Wister rat L. brevis 을 일간 경구투여한 다음 경구투여 기간과 경구FSB-1 20
투여 중단기간의 분변에 대한 L. brevis 의 양을 법을 이용하여 측정하FSB-1 ELISA
였다.

재료 및 방법2.

가 사용균주 및 실험동물.

본 실험에 사용된 유산균주는 본 연구 제 항에서 장내 점착능이 가장 우수한 균1
으로 선별된 Lactobacillus brevis 이 이용되었다FSB-1 .
실험동물은 웅성 무게 과Newzealand white rabbit( , 270 g, Biogenomics, Korea,)

웅성 주령Wister rat( , 3 , 주 샘타코 경기 이 사용되었으며 및 의 상대습( ) , ) , 24±1 55%℃
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도로 조절된 사육조내에서 일주일 동안 적응토록 하였다 이때 사료 삼양사료 인천. ( , )
와 물을 자유급식시켰다.

나 의 조제. Polyclonal antibodies

액체배지 에MRS(Difco Co., USA) 300 mL L. brevis 의 전 배양액 를 접FSB-1 1%
종한 후 에서 시간 동안 혐기적으로 배양하였다 배양액을 에서, 37 48 . 4 , 6,000 rpm℃ ℃
분 동안 원심분리하여 균체를 회수한 후20 , 10 mM phosphate buffered saline(pH 7.2,

이하 으로 회 세척하였다 로 균체를 재 현탁시킨 후 분PBS) 3 . 10 mM PBS(pH 7.2) 10
동안 열처리하여 균을 사멸시킨 다음, 2×108 가 되도록 조절하였다cells/mL . L. brevis

의 현탁액 와 를 혼합하여 안정된FSB-1 500 L Freund's complete adjuvant 500 Lμ μ
형태를 얻을 때까지 을 실시하였다water in oil homogenization . L. brevis 의FSB-1

현탁액(108 을 의 엉덩이 지점의 근육내에 회에 걸쳐 주사cells/mL, PBS) rabbit 1/4 10
하였다 주 후 동일한 방법으로 에 차 주사하여 한 후 주 후에 본. 2 rabbit 2 boosting , 1
균에 대한 를 함유한 혈청을 획득하였다 와IgG(polyclonal antibodies) (Bouh Mittal,

와 등 등1999; Hay Westwood, 2002a; Kim , 1999; Raamsdonk , 1995)

다. Enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)

법은 등 의 방법을 기초로 실시하였다 즉 를ELISA Voller (1976) . bacteria 10 mM
로 회 세척한 다음PBS(pH 7.2) 3 0.05 M Carbonate buffer(0.05 M Na2CO3와

NaHCO3 로 재 현탁시킨 후 에서 으로 맞추었, pH 9.6) , 660 nm OD(optical density) 1.0
다 에 현탁액 를 분주한. Microtiter plate(Maxisorp, Nunc, Denmark) bacteria 100 Lμ
후 에서 하룻밤 동안 하여 표면에 부착시켰다, 4 incubation well . Dose-response℃

을 측정하기 위하여 다양한 장내 세균들 에 대해서도 위와 동일relationship (Table 3-1)
한 방법으로 에 분주하여 한 다음 표면에 부착시켰다microtiter plate incubation well .

을 함유한 로 회 세척한 후PBST(0.05% Tween 20 PBS, pH 7.2) 3 , blocking
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를 분주하여 에서 시buffer(1% BSA/0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6) 120 L 37 1μ ℃
간 동안 하여 하였다 로 회 세척한 후 를incubation blocking . PBST 3 , blocking buffer
이용하여 배로 희석한25,000 rabbit-anti-L. brevis FSB-1 IgG polyclonal antibodies

를 분주한 다음 에서 시간 동안 반응시켰다 로 회 세척한 후90 L , 37 1.5 . PBST 3 ,μ ℃
를 이용하여 배로 희석한blocking buffer 12,000 peroxidase-goat anti-rabbit

를 분주한 다음 에서 시간 동안 반IgG(H+L)(Zymed Lab. Inc., USA) 100 L , 37 1.5μ ℃
응시켰다 로 회 세척한 후. PBST 7 3,3',5,5'-tetramethylbenzydine(TMB) liquid

로 발색시킨 다음substrate system(Sigma Chemical Co., USA) 60 L , 2 N Hμ 2SO4 시(
약 급 를 분주하여 반응을 정지시켰다 발색정도는 에서1 ) 50 L . 450 nm Microtiterμ

를 사용하여 흡광도를 측정하였다plate reader(Molecular Devices, USA) .

라 을 이용한. Wister rat Lactobacillus brevis 의 섭취FSB-1

1) Lactobacillus brevis 의 배양 및 전처리FSB-1
액체배지 에MRS 300 mL L. brevis 의 전배양액 를 접종한 후 에서FSB-1 1% , 37℃

시간 동안 혐기적으로 배양하였다 배양액을 에서 분 동안 원심분48 . 4 , 6,000 rpm 20℃
리하여 균체를 회수하였다 회수한 균체를 으로 회 세척한 후 본 용액으. 0.9% saline 3 ,
로 재 현탁하여 L. brevis 의 균수를FSB-1 1010 로 조정하였다cells/mL .

을 이용한2) Wister rat Lactobacillus brevis 의 섭취FSB-1
Wister rat 웅성 주령( , 3 ) 각 마리씩을 실험군과 대조군으로 분류한 다음 및3 , 24±1℃
상대습도로 조절된 사육조내에서 각각 다른 에서 사육하였다 이때 사료 삼55% cage . (

양사료 인천 와 물을 자유급식시켰다 실험군의 경우는 매일 오후 회씩 일간, ) . 1 20 L.
brevis 의 현탁액FSB-1 (1010 를 경구투여cells/mL, 0.9% saline) 1 mL (oro-gastrically

하였으며 대조군의 경우는injection) , L. brevis 의 현탁액 제조과정 중 바탕용FSB-1
액으로 사용된 를 경구투여하였다0.9% saline 1 mL . L. brevis 의 내에FSB-1 GI tract



- 85 -

Bacteria
Wasing with 10 mM PBS (pH 7.2), 3 times
Suspension with 0.05 M Carbonate buffer (0.05 M Na2CO3 and NaHCO3, pH
9.6)

Adjusting with OD 1.0 at 660 nm
Microtiter plate

Adding bacteria suspension, 100 Lμ
Incubation at 4 for overnight℃
Washing with PBST (PBS containing 0.05% Tween 20, pH 7.2)
Adding blocking buffer (1% BSA/0.05 M Carbonate buffer, pH 9.6), 120 Lμ
Incubation at 37 for 1 hr℃
Washing with PBST
Adding polyclonal antibodies/blocking buffer (×25,000 dilution), 90 Lμ
Incubation at 37 for 1.5 hr℃
Washing with PBST
Adding peroxidase-goat anti-rabbit IgG (H+L)/blocking buffer (×12,000
dilution), 100 Lμ

Incubation at 37 for 1.5 hr℃
Washing with PBST
Adding 3,3',5,5'-tetramethylbenzydine liquid substrate system, 60 Lμ
Incubation at 37 , 10 min℃
Adding 2 N H2SO4, 50 Lμ

Reading absorbance at 450 nm

Figure 3-1. Schematic diagram of the ELISA for the detection of
Lactobacillus brevis FSB-1 using polyclonal antibodies.
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서의 생육능력 및 점착능을 측정하기 위한 분변의 회수는 경구투여 기간과 경구투여

중단기간으로 나누어 회수한 후 시료로 사용하였다 즉 경구투여 기간은. L. brevis
의 경구투여 기간 일 의 분변과 마지막 경구투여를 실시한 다음 시간FSB-1 (1 20) 24～

후의 분변 일 을(21 ) L. brevis 의 경구투여 기간군의 시료로 경구투여 중단기간FSB-1 ,
은 마지막 경구투여를 실시한 다음 시간 이후의 분변을48 L. brevis 의 경구투FSB-1
여 중단기간의 시료로 사용하였다 이때 경구투여 중단기간의 분변에 대한 시료채취.
간격은 일간은 매일 일 일간은 일 간격 일 일간은 일 간격6 (22 27 ), 6 2 (28 33 ), 9 3 (34～ ～ ～
일 으로 실시하였다 또한42 ) . L. brevis 의 통과시간 및 생육능력을 측FSB-1 GI tract

정하기 위하여 실험군의 경우는, L. brevis 을 대조군의 경우는 을FSB-1 , 0.9% saline
일간 각각 경구투여를 실시한 다음 시간이 지난시점을 시간의 분변시료로 하였9 24 0
고 일째 경구투여를 실시한 다음 시간 후의 분변시료를 채취하, 10 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24
여 의 통과시간 측정을 위한 시료로 사용하였다GI tract .

마 의 분변내 균총 의 회수. Wister rat (microflora)

의 신선한 분변 에 대하여 를 분주하여 충Wister rat 1 g 10 mM PBS(pH 7.2) 9 mL
분히 현탁시킨 다음 에서 분간 원심분리하여 분변내 균총, 4 , 1400 rpm 2 (fecal℃

외의 특정물질에 대한 침전물을 제거하였다 상등액을 에서microflora) . 4 , 6000 rpm℃
분간 원심분리하여 분변내 균총을 회수한 다음 로 회 세척하20 , 10 mM PBS(pH 7.2) 3

였다 로 재 현탁시킨 후 시료로 사용하였다 분변. 0.05 M Carbonate buffer(pH 9.6) . g
당 L. brevis 의 양은 를 이용하여 법으로 측정한FSB-1 polyclonal antibodies ELISA
후 비교하였다.

바 통계 처리.

실험결과는 평균값 로 나타내었고±SD , student t 를 이용하여 통계처리한 후-test
p<0.05, p<0.01, p 수준에서 유의성을 검정하였다<0.001 .
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결과 및 고찰3.

가 법에 의한 의. ELISA polyclonal antibodies Lactobacillus brevis 에FSB-1
대한 인식능

는 여러 개의 항원 결정기를 가지고 있으므로 항원으로 작용하Polyclonal antibodies
는 물질의 구조와 유사한 것이 존재할 경우 혈청학적 특이성, (serological specificity)
이 감소함에 따라 교차반응이 발생될 수 있다 즉 본 실험에서 제조한. polyclonal

는 본 항원antibodies (L. brevis 외의 다른 항원에 대한 결합능이 발생할 가능FSB-1)
성이 있다 그럼에도 불구하고 는 특정한 항원 과 결합할. polyclonal antibodies (antigen)
수 있는 기능을 가지고 있어 을 하거나 를 수native antigen identification gene product
행함에 있어 부분적 염기서열을 표현하는 일에 아주 유용하게 사용되어 왔다고 보고

되고 있다 와(Hay Westwood, 2002b).
따라서 L. brevis 을 항원으로 하여 제조한 의 검출능력FSB-1 polyclonal antibodies
및 특이성 을 측정하기 위하여(specificity) , L. brevis 의 균수 와FSB-1 (cells/mL)

와의 상관관계를 법을 이용하여 측정하였다 에서polyclonal antibodies ELISA . Fig. 3-2
보는 바와 같이, L. brevis 의 균수가 증가할수록 법을 이용하여 측정한FSB-1 ELISA
흡광도도 비례적으로 증가하는 결과를 보였다 또한. L. brevis 의 균수증가에FSB-1
따른 흡광도의 직선상 증가범위는 L. brevis 의 균수가FSB-1 106.04 10～ 7.85

일cells/mL
때 흡광도 의 결과를 보이는 범위였다 따라서 본 실험에서 제조한0.12 1.72 .～

의polyclonal antibodies L. brevis 에 대한 유효한 검출한계 범위는FSB-1 L. brevis
의 균수가 약FSB-1 106 10～ 8

일때 흡광도 인 것으로 판단되었다cells/mL 0.12 1.72 .～
다시 말해서 본 실험에서 제조한 를 이용하여 법으로 분polyclonal antibodies ELISA
변 중 L. brevis 을 검출할 때 흡광도가 이상 또는 이하의 값은 유효하FSB-1 1.72 0.12
지 않은 것으로 판단되었다.

등 은Yuki (1999) Lactobacillus casei 를 항원으로 하여Shirota monoclonal
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를 제조하였으며 이에 따른antibodies , L. casei 의 검출한계가Shirota 105 였cells/mL
다고 보고하였는데 와 의 특성을 고려해, monoclonal antibodies polyclonal antibodies
볼 때 본 실험에서, L. brevis 의 검출을 목적으로 제조한FSB-1 polyclonal antibodies
의 검출능력은 상대적으로 매우 우수함을 확인할 수 있는 결과였다.
또한 본 실험에서 제조한 의polyclonal antibodies L. brevis 에 대한 특이성FSB-1
을 측정하기 위하여, Lactobacillus속 종과7 Bifidobacterium bifidum KCTC 3357,
Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides ATCC 8293,
Pediococcus pentosaceus 의 유산균과 장내 유해세균인KFRI 833 Enterococcus
faecalis KCTC 2011, Escherichia coli MC 106, Staphylococcus aureus에 대하여 본

와의 반응성 교차반응 을 비교 측정하였다 그 결과polyclonal antibodies ( ) , . L.
plantarum ATCC 14917, P. pentosaceus KFRI 833, L. helveticus 및ATCC 8018 L.
brevis 에 대한 교차반응 을 보였으며 그 외 다른 균주ATCC 14869T (cross reaction) ,
에 대해서는 반응성이 전반적으로 낮은 결과를 보였다 본(Table 3-1). polyclonal

는 특히antibodies L. helveticus 와ATCC 8018 L. brevis 에 대하여ATCC 14869T L.
brevis 의 흡광도 을 기준으로 비교할 때 상대적인 값 와 을 각각 나FSB-1 1 , 0.74 0.70
타냄으로서 높은 교차반응을 보였다.
L. helveticus는 L. brevis와 매우 가까운 종 관계에 있으며 유사한(species) , S-layer
단백질 의 특징을 가지고 있는 균주로 보고되고 있다 등(43 45 kDa) (Jakava-Viljanen ,～

등 따라서 상대적으로 높은 교차반응을 나타낸 것으로 추측되2002; Pouwels , 1998).
었다 또한. L. brevis 와도 높은 교차반응을 보였는데 본 실험의ATCC 14869T ,

의 제조에 사용된polyclonal antibodies L. brevis 은 본 연구 제 절에서 형태FSB-1 1
학적 생리 및 생화학적 동정결과, L. brevis와 가장 가까운 종으로 동정되었으며 유전,
자적 동정기법인 의 부분적 염기서열 상동성 분석결과16S rDNA , L. brevis ATCC

와 의 가장 높은 상동성을 보인 바 있었던 균주였다 따라서 높은 교차반14869T 98.5% .
응을 보인 것은 당연한 결과라고 판단되었다 또한 본 실험에서 제조한. L. brevis

의 가FSB-1 polyclonal antibodies L. brevis 의 검출을 위한 목적으로 사용하는FSB-1
데 적합하며 유효할 것으로 여겨졌다 또한. L. helveticus와 교차반응이 있기는 하지
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만, L. helveticus는 주로 와 에서 분리되는 균주로 보고되고 있으므로sour milk cheese
와 분변 중 검출에 대한 가능성은 적을 것으로 판단되었다(Kandler Weiss, 1986), .

따라서 L. helveticus와 L. brevis 와의 교차반응이 있기는 하지만 본ATCC 14869T ,
실험에서 L. brevis 을 항원으로 제조한 는FSB-1 polyclonal antibodies L. brevis

의FSB-1 in vivo 장내 점착특성 연구를 위해 사용하는 데 충분한 가능성이 있을 것

으로 사료되었다.
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Figure 3-2. Detection of Lactobacillus brevis FSB-1 by ELISA using
specific polyclonal antibodies.
1)Absorbance was measured by ELISA at 450 nm and expressed as mean±SD of triplicate tests.
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Table 3-1. Specificity of polyclonal antibodies produced by rabbit using
Lactobacillus brevis FSB-1

1)Relative ELISA titer was measured by ELISA at 450 nm and expressed as mean±SD of triplicate
tests.

Bacteria Relative ELISA titer1)
(mean±SD)

Lactobacillus brevis FSB-1 1.00±0.00
Lactobacillus brevis ATCC 14869T 0.70±0.01
Lactobacillus acidophilus IFO 3025 0.31±0.00
Lactobacillus casei KCTC 3109 0.30±0.02
Lactobacillus fermentum ATCC 14931 0.15±0.00
Lactobacillus helveticus ATCC 8018 0.74±0.05
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 0.49±0.00
Bifidobacterium bifidum KCTC 3357 0.04±0.00
Lactococcus lactis 0.09±0.03
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
ATCC 8293 0.05±0.00

Pediococcus pentosaceus KFRI 833 0.59±0.03
Streptococcus thermophilus ATCC 14485 0.33±0.02
Enterococcus faecalis KCTC 2011 0.21±0.01
Escherichia coli MC 106 0.04±0.00
Staphylococcus aureus 0.07±0.00
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나. Lactobacillus brevis 의 내 생육능력 및FSB-1 gastrointestinal(GI) tract
장내 점착능

1) Lactobacillus brevis 의 통과시간 및 생육능력FSB-1 GI tract

L. brevis 의 현탁액FSB-1 (1010 의 경구 투여군인 실험cells/mL, 0.9% saline) 1 mL
군과 L. brevis 의 현탁액 제조과정 중 바탕용액으로 사용된FSB-1 0.9% saline 1 mL
의 경구 투여군인 대조군에 대하여 매일 오후 회씩 일 동안 웅성 주1 10 Wister rat( , 3
령 마리씩에 대하여 경구투여를 실시하였다 실험군과 대조군에 대하여 일째 경구) 3 . 9
투여 후 시간 뒤의 분변 시간 과 일째 경구투여 후 시간대별24 (0 ) 10 (2, 4, 6, 8, 10, 12,
시간 분변을 각각 채취한 다음 분변내24 ) , L. brevis 의 양을 법으로 측FSB-1 ELISA

정하였다 에서 보는 바와 같이 실험군의 경우는 시간 후 분변 중. Fig. 3-3 4 L. brevis
의 양을 나타내는 흡광도 가 서서히 증가하기 시작하여 시간 후에FSB-1 (0.15±0.00) 8

가장 높은 흡광도 를 보였으며 시간 후부터는 다시 흡광도 가(0.36±0.02) , 10 (0.22±0.01)
감소하는 결과를 보였다 이에 반해 대조군의 경우는 시간대에 상관없이 흡광도가.

의 값으로 일정한 수준을 보였다 대조군의 흡광도 결과는0.06±0.00 0.09±0.01 . Fig.～
의 결과로 볼 때 검출한계 범위를 벗어나는 결과이며 각 시간대별 실험군과 대조4-2 ,

군간의 흡광도 결과에 대하여 student t 를 실시한 결과-test , p 수준 이상에서<0.05
유의적인 차이를 보여주었다 따라서 대조군의 분변 중에는. L. brevis 이 본 실FSB-1
험방법으로는 검출되지 않는 것으로 판단되었다.
실험군의 결과는 L. brevis 의 경구투여 후 장내 통과시간을 예측 할 수 있FSB-1
는 결과일 뿐만 아니라 의 통과 과정 중 위산 담즙산 및 췌장액 등의 소화효GI tract ,
소에 대한 저항성 내산성 내담즙성 췌장액에 대한 흐름의 저항 등을 추정할 수 있( , , )
는 결과로서 장내에서의 생육정도를 판단할 수 있었다 즉 의 결과로 볼 때, . Fig. 3-3 ,
L. brevis 의 현탁액을 약FSB-1 1010 로 경구투여 후 배변되기 까지 걸리는cells/mL
시간은 대략 시간 가장 높은 흡광도 값을 보임 인 것으로 보이며 이때의 흡광도 값8 ( ) ,
을 기준으로 의 결과로부터 예측할 때Fig. 5-2 , L. brevis 이FSB-1 107.40 cells/g of
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가 배변되는 것으로 판단되었다wet feces .
등 은 자성 주령 에 대하여 사료 의 크기와Tuleu (1999) Fisher rat( , 12 ) (fibre-free diet)

밀도에 따른 장내 통과시간을 측정하였다 에게 크기. Fisher rat 0.71 1.00(diameter,～
밀도mm), 0.9 g/cm3의 사료를 약 정도 섭취시켰을 때 사료가 쥐의 대장내에0.5 1 g～

머무르는 시간은 시간 후부터 시간 후까지였으며 시간 이후에는 대장에 남아있3 9 , 24
는 사료가 없었다고 보고하였다 본 실험에서 경구투여한 시료는 유산균으로서 이 연.
구결과와 비교하기에는 거리가 있으나 쥐의 사료에 대한 소화시간으로부터 미루어,
짐작해 볼 때 사료의 섭취 후 시간 전에 장내에서 모든 영양분 및 균들이 소화 및, 24
배설되는 것으로 여겨졌다 따라서. L. brevis 을 경구투여한 다음 시간이 지FSB-1 24
난 후의 분변에서 검출되는 L. brevis 은 소화기관내 생육능력과 점착능에 따FSB-1
라 달라질 수 있다고 판단되었다 즉. L. brevis 을 에 경구투여한 다FSB-1 Wister rat
음 시간 이후에 배설되는24 L. brevis 은 장내에 점착할 수 있는 능력을 소유FSB-1
하여 장내에서 생육 및 증식하였다가 배변되는 것으로 추정되었다 또한. L. brevis

의 현탁액을FSB-1 1010 로 경구투여한 다음 시간 후에cells/mL , 8 L. brevis 이FSB-1
약 107.40 가 검출되는 것으로 미루어 볼 때cells/g of wet feces , L. brevis 은FSB-1

내 환경에 저항성을 가지고 있어서 대장까지 살아갈 수 있는 능력을 가지고GI tract
있는 것으로 판단되었다.
L. brevis는 낮은 와 담즙산 췌장액에 대한 저항성이 이미 보고된 바 있으며pH ,
( 등Elina , 2003 본 실험결과와), 일치하였다.
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Figure 3-3. Detection of Lactobacillus brevis FSB-1 in rat fecal sample
according to time course after the oral administration of
Lactobacillus brevis FSB-1.
1)Absorbance was measured by ELISA at 450 nm and expressed as mean±SD of triplicate tests. 2)*,
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001, Significant difference between control (saline only) and sample each
time. 3)Times (hr), Rat fecal sample was collected in the tenth day after the daily oral administration of
Lactobacillus brevis FSB-1, 1010 cells/mL. 0, 9 days-after 24 hr; 2, 10 days-after 2 hr; 4, 10 days-after
4 hr; 6, 10 days-after 6 hr; 8, 10 days-after 10 hr; 12, 10 days-after 12 hr; 24, 10 days-after 24 hr.
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2) Lactobacillus brevis 의 경구투여 기간내의 분변내 검출FSB-1

L. brevis 의 현탁액FSB-1 (1010 를 경구투여하는 실험cells/mL, 0.9% saline) 1 mL
군과 L. brevis 의 현탁액 제조과정 중 바탕용액으로 사용된FSB-1 0.9% Saline 1
를 경구투여하는 대조군에 대하여 매일 오후 회씩 일간 주령 웅mL 1 20 Wister rat(3 ,

성 마리씩에 대하여 경구투여를 실시하였다 실험군과 대조군에 대하여 매일 경구투) 3 .
여를 실시한 다음 시간 후 채취한 각각의 분변에 대한24 L. brevis 의 양을 비FSB-1
교 측정하였다 실험군의 경우는 평균 흡광도가 의 값을 대조군의 경우는, . 0.20±0.07 ,
평균 흡광도가 의 값을 보였다 실험군의 흡광도에 대한 평균값을0.10±0.03 (Fig. 3-4).

의 결과로 예측해 볼 때 경구투여 기간 중 분변시료에는Fig. 4-2 , L. brevis 이FSB-1
평균 107.22 가 검출되는 것으로 여겨졌다cells/g of wet feces .

등 은 분변에Nardi (1999) Wister rat Lactobacillus속이 상재 미생물로 존재한다고

보고하였다 그러나 본 실험의 대조군의 평균 흡광도 의 값은 앞의. 0.10±0.03 Fig. 3-2
의 결과에서 보았듯이, L. brevis 의 검출을 위한 유효한 흡광도값의 범위인FSB-1

의 범위를 벗어나는 결과였다 또한 실험군과 대조군간의 흡광도에 대하여0.12 1.72 .～
student t 를 실시한 결과 수준에서 유의적인 차이를 보였다 따라서 대-test , p<0.001 .
조군의 흡광도는 L. brevis 외 균과의 비특이적인 반응의 결과로 예측되었으FSB-1
며 실험군의 분변 중, L. brevis 의 검출 및 경향을 판단하는데 있어 영향을 주FSB-1
지 않는 것으로 판단되었다.

등 은 명의 건강한 성인에 대하여Saxelin (1995) 20 Lactobacillus 를GG 1.6×108과
1.2×1010 로 조정한 후 각각cells/mL 을 이용하여 시킨 다음 일간gelatin capsulation 7
매일 섭취시켰다 각각의. L. 섭취기간 중 분변에서GG L. 의 양을 측정한 결과GG ,
1.6×108 cells/mL의 섭취군의 분변에서는 L. 가 검출되지 않았으며GG , 1.2×1010
cells/mL의 섭취군의 분변에서는 섭취기간 중 일 후부터 일까지3 7 L. 가 약GG
2.0×106 가 검출되었다고 보고하였다 이 실험은 내에서cells/g of feces . GI tract L. GG
의 안정성을 부여시켜 주기위해, L. 를 으로 시킨 후 섭취하게GG gelatin capsulation
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하였다 이에 반해 본 실험은. L. brevis 을 에 현탁하여 경구투여한FSB-1 0.9% saline
결과로서 경구투여 기간 중 분변에서, L. brevis 이 평균 약FSB-1 107 cells/g of wet

가 검출되는 결과를 보였다 따라서 내에서의feces . GI tract L. brevis 의 생육능FSB-1
력이 L. 에 비해 상대적으로 우수하다는 것을 확인할 수 있는 결과였다GG .

등 은 에 대하여Huang (2003) Wister rat Propionibacterium jensenii 를 약702 1010
로 일간 매일 섭취시킨 후 분변에서cells/mL 81 P. jensenii 의 양을 측정하였다 그702 .

결과 일간 경구투여 후 분변에서는36 108 일간 경구투여 후 분변cells/g of feces, 81
에서는 108 10～ 9

가 검출되었다고 보고하면서cells/g of feces , P. jensenii 는702 GI
내에서 생육이 가능하다고 보고하였다 또한 새로운 의 제안을 위해 독tract . probiotics

성검사를 실시할 경우는 107 이상을 섭취시켜야 한다고 보고하였다 본 실험cells/day .
의 경우 에 대하여Wister rat L. brevis 을FSB-1 1010 의 농도로 일간 경cells/day 20
구투여를 실시하였으며 경구투여 기간 동안 은 비정상적인 행동을 하거나, Wister rat
설사 구토 등의 소화기관내 이상을 보이지 않았다 는 제시하지 않았음 따라서, (data ).

에 있어서 본 균의 다량섭취가 경구투여 기간인 일 동안에는 유해한 영Wister rat 20
향이 없는 것으로 판단되었다.
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Figure 3-4. Detection of Lactobacillus brevis FSB-1 in daily rat fecal
sample at 24 hr after the oral administration of Lactobacillus
brevis FSB-1.
1)Absorbance was measured by ELISA at 450 nm and expressed as mean±SD of
triplicate tests. 2)***, p<0.001, Significant difference between control (saline only) and
sample.
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3) Lactobacillus brevis 의 경구투여 중단 후의 분변내 검출FSB-1

L. brevis 의 경구투여 중단 후FSB-1 L. brevis 의 장내 생육 및 점착능을FSB-1
측정하기 위하여 실험군과 대조군에 대하여 경구투여 기간 일 이후 시간이상이, 20 48
지난 경구투여 중단기간에 대하여 일간은 일 간격 일간은 일 간격 일간은 일, 6 1 , 6 2 , 9 3
간격으로 분변을 채취하였고 각각의 채취분변에 대하여, L. brevis 의 양을 비FSB-1
교 측정하였다, .
경구투여 중단 이후 실험군의 경우 일간의 분변 중 흡광도는 뚜렷한 변화를 보이6
지 않았으며 일과 일 후의 분변 중 흡광도가 각각 과 로 높게, 8 10 0.46±0.02 0.42±0.02
나타났다가 다시 감소하는 경향을 보였다 일과 일의 분변에 대한 흡광도는. 8 10 Fig.

의 결과로 볼 때 모두 유효한 흡광도 값의 범위였으며 일과 일의 분변에서3-2 , , 8 10 L.
brevis 이 각각FSB-1 107.50과 107.46 가 검출되었다 이 결과는cells/g of wet feces . L.
brevis 을 경구투여하지 않은 기간 즉 일간 경구투여 후 일과 일이 지난FSB-1 , 20 9 11
기간의 분변에서 검출된 것으로서 앞의, L. brevis 의 내 주요 통과시FSB-1 GI tract
간이 시간 이었던 결과로 미루어 볼 때8 (Fig. 3-3) , L. brevis 이 대장내에 점착FSB-1
하는 능력을 소유하여 생육 및 증식하였다가 배변되었을 것으로 여겨졌다 따라서. L.
brevis 은 경구투여 기간뿐만 아니라 경구투여 중단 후 일까지도 장내에 점FSB-1 10
착하여 생육하는 것으로 판단되었다.
L. brevis 은 본 연구 제 항에서FSB-1 1 in vitro 실험인 colonic mucin-binding
를 이용하여 대장내 점착능을 측정한 결과 가장 우수한 균으로 선별된 바 있었assay ,

던 균주로서 을 이용한, Wister rat in vivo 실험에서도 장내 점착능이 우수한 결과를

보였다 따라서 본 연구 제 항에서 장내 점착능이 우수한 균주의 선별을 위해 사용. 1
된 는 장내 점착능 우수균주 선별을 위한 방법으로 유효colonic mucin-binding assay
하며, L. brevis 은 우수한 장내 생육 및 점착능을 소유하고 있음을 다시 한 번FSB-1
확인할 수 있었다 그러나. L. brevis 이 대장내에서 단기간뿐만 아니라 장기간FSB-1
에 걸쳐 지속적인 생육과 더불어 유용한 효과가 발휘되기 위해서는 L. brevis FSB-1
의 꾸준한 섭취가 요구되었다.
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등 은 명의 성인 남자에게 일간Yuki (1999) 8 3 Lactobacillus casei 의 발효유Shirota
1010 를 연속으로 섭취시킨 다음 일째 되는 날 분변 중의cells/mL , 4 L. casei Shirota
를 를 가지고 검출한 결과monoclonal antibodies , 107 가 검출되었다고cells/g of feces
보고하였다.

등 은 가 장내 생태계에서 유용한 효과를 발휘하기Huang (2003) probiotic bacteria
위해서는 최소한 장내에 107 에 도달해야 한다고 보고하였으며 와cells/g of feces , Lee

은 가 치료효과를 나타내기 위해서는 최소한Salminen(1995) probiotic bacteria 105
가 요구된다고 보고하였다 또한 와 는 내cells/g of feces . Plant Conway(2002) GI tract

에서 점착능을 가지고 있는 가 점착능을 소유하지 않은 유산균주에 비해Lactobacilli
장내에서 오래 지속될 수 있을 뿐만 아니라 항원에 대한 기능의 수행에 효, adjuvant
과적이라고 보고하였다 본 실험결과. L. brevis 은 경구투여 기간 뿐만 아니라FSB-1
경구투여 중단 이후 일까지의 분변 중에도10 107 이상이 검출되었cells/g of wet feces
으므로 장내에서의 유용한 효과를 발휘하는데 적합하다고 판단되었다.

등 은Massen (2000) Lactobacillus brevis 를 약ML 12 1010 로 경구투여한cells/mL
결과 및 를 유도했다고 보고하였으며TNF- , IL-2 IL-1 ,α β L. brevis 은 본 연FSB-1
구 제 절에서의 면역 증진활성 측정결과 골수세포 증식능력 마크로파지 활성화능2 , , ,
비장 활성화능 및 보체계 활성화능을 가지고 있음을 확인 할 수 있었다 따라서. L.
brevis 은 내에서의 생육능력과 점착능을 가지고 있을 뿐만 아니라 면FSB-1 GI tract
역 활성 증진효과 등의 생리활성을 소유하고 있으므로 새로운 로서 제시할probiotics
만 하다고 판단되었다.
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Figure 3-5. Detection of Lactobacillus brevis FSB-1 in rat fecal sample
after the end of the oral administration of Lactobacillus brevis
FSB-1.
1)Absorbance was measured by ELISA at 450 nm and expressed mean±SD of triplicate
tests.
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Table 3-2. Detection of Lactobacillus brevis FSB-1 in rat fecal sample after
the oral administration of Lactobacillus brevis FSB-1

Days Lactobacillus brevis FSB-1 Saline
Intake Stop Absorbance1) Cells/g of wet feces Absorbance
1 0.24±0.00 107.26±0.00 0.22±0.01
2 0.23±0.00 107.26±0.00 0.10±0.00
3 0.36±0.01 107.40±0.01 0.12±0.00
4 0.31±0.01 107.34±0.01 0.08±0.00
5 0.18±0.00 107.20±0.00 0.08±0.00
6 0.19±0.01 107.21±0.01 0.09±0.00
7 0.22±0.00 107.24±0.00 0.09±0.00
8 0.25±0.00 107.27±0.00 0.10±0.00
9 0.16±0.00 107.18±0.00 0.07±0.00
10 0.10±0.00 - 0.09±0.01
11 0.12±0.00 107.14±0.00 0.08±0.00
12 0.25±0.01 107.28±0.01 0.07±0.00
13 0.27±0.01 107.30±0.01 0.07±0.00
14 0.20±0.00 107.22±0.00 0.09±0.02
15 0.18±0.00 107.21±0.00 0.11±0.02
16 0.17±0.00 107.19±0.00 0.07±0.00
17 0.16±0.01 107.15±0.01 0.08±0.00
18 0.11±0.00 - 0.09±0.00
19 0.17±0.00 107.19±0.00 0.13±0.00
20 0.18±0.00 107.20±0.00 0.11±0.00

21 0.11±0.00 - 0.12±0.01
22 0.08±0.00 - 0.09±0.00
23 0.10±0.01 - 0.10±0.00
24 0.16±0.01 107.80±0.01 0.11±0.00
25 0.08±0.00 - 0.09±0.00
26 0.13±0.00 107.15±0.00 0.17±0.00
27 0.12±0.00 107.14±0.00 0.09±0.00
29 0.46±0.02 107.50±0.02 0.11±0.00
31 0.42±0.02 107.46±0.02 0.10±0.00
33 0.17±0.00 107.19±0.00 0.16±0.01
36 0.22±0.02 107.25±0.02 0.10±0.00
39 0.09±0.00 - 0.15±0.01
42 0.06±0.00 - 0.12±0.00

1)Absorbance was measured by ELISA at 450 nm and expressed mean±SD of triplicate tests.
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제 절2 면역활성이 우수한 균주 분리 및 발효 유제품

개발starter 협동과제 고려대학교( : )

제 항 면역활성이 우수한 유산균주 선별 및1 in vitro와 in vivo면
역 특성

서 설1.

유산균은 세기 중반 에 의해서 그 존재가 밝혀진 이래 의 장19 Pasteur Metchinikoff
수설로 관심이 집중되어 왔다(Metchnikoff, 1907). 유산균은 건강한 사람의 장내 상재
미생물로서 대표적인 균으로는 Bifidobacterium속과 Lactobacillus속이 있다( 등Fang ,
2000) 유산균은 오래 전부터 등 발효 유제품과 김치 간장 등 전통. yoghurt, cheese ,
발효식품에 이용되어 왔으며 식품산업에 있어 중요한 역할을 담당해 왔다, (Jung,

과 최근에는 유산균을 생균제제로 섭취하는1997; Jung Kang, 1997; Kim, 1994).
로서의 개념이 대두되고 있는데 이에 따라 유산균이 갖는 정장작용 외에 항probiotics ,

암효과 항균작용 항콜레스테롤 항변이원 작용 면역증진 효과 등, , , , 생리활성에 관한

연구가 활발하게 진행되고 있다( 등 와Bhakdi , 1997; Fernandes Shahani, 1990; Gill,
항암 및 면역 활성의 증진에 대한 연구는 유산균체의2003; Hamilton-Miller, 2003).

섭취 또는 세포성분 및 이들의 대사산물에 의한 것으로서( 등Kitazawa , 1998;
와Meydani Ha, 2000), 예를 들어 세포벽 성분(capsular polysaccharides,

에 의한 대식세포의peptidoglycans, lipoteichoic acids) cytokine 유도( 등Bhakdi , 1997;
등 및Keller , 1992) Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus에 의한 항암효과 대식,

세포 활성화 및 의 유도가 보고되고cytokine 있다( 등Kitazawa , 1998, 2000; Uemura
등, 2003). 또한 Lactobacillus plantarum에 의한 대식세포의 cytokine 유도( 등Haza ,

도 보고되고2003) 있다. 유산균이 이러한 면역 활성화능을 발휘하기 위해서는 유산균

이 소화기관을 거쳐 장내까지 생존하여야 하며 장내 표면이나 상피세포에 어떠한 형,
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태로든 결합하여 지속적으로 살아갈 수 있는 능력이 있어야 한다 즉 장내 상재성을.
갖는 유산균 및 이들이 생산하는 세포성분과 산물 등이 Gut Associated Lymphoid

를 자극시키고 내의 면역세포의 분열 및 증식을 증가시Tissue(GALT) Peyer's patch
키며 의 분비 와 의 생산을 유도하여 결과적으로 인체의 전신, antibody(IgA ) cytokine ,
면역계에 공헌하게 된다 와(Meydani Ha, 2000, Fig. 4-1).
Lactobacillus brevis 와 은ATCC 14869T ATCC 8287 in vitro 실험결과 인간의

및 에Caco-2 Intestine 407 cell 대해( 등Elina , 2003), L. brevis 은 인간의 장내PEL1
점막에 대하여( 등Ouwehand , 2001) 각각 매우 높은 장내 점착능을 보이고 있으며 낮,
은 와 담즙산 췌장액에 대한 저항성이 보고되고pH , 있다( 등Elina , 2003). 또한 L.
brevis는 우유 치즈 인간의 분변 및 입과 장내에서 분리되며 등, , (Elina , 2003; Kandler
와 등Weiss, 1986; Ouwehand , 2001), 상태로Generally Recognized As Safe(GRAS)
여겨져 로서의 잠재성에 대한 여러 연구가 보고되고 있다probiotics ( 등Elina , 2003;

등Kishi , 1996; Playfair, 1987).
따라서 본 연구에서는 균주의 안전성과 우수한 장내 점착능 그리고 로의probiotics
잠재성을 기초로 하여 본 실험실에서 김치로부터 분리한, Lactobacillus brevis FSB-1
의 각 균체성분 전균체 세포벽 세포질 및 균체 외 획분 이 갖는 장관면역 활성 대식( , , ) ,
세포 활성화능 활성화능 보체 활성화능 및 보체 활성화 경로에, splenocyte mitogen ,
대한 전반적인 면역 활성화능을 측정하였다 따라서 본 균주의 균체 분획물이 면역증.
진 활성을 가지고 있는지 검토함으로서 향후 또는 의약품으로서의 응용 가, probiotics
능성을 제시할 수 있는 기초자료를 얻고자 하였다.
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Figure 4-1. Possible ways of stimulation of the immune system by ingested probiotics.
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재료 및 방법2.

가 사용균주 및 실험동물.

본 실험에 면역활성 우수 균주 선별을 위한 공시 유산균주는 각 기관에서 분양받거나

경기대에서 보관 중인 균주 로써 에 제시한 바와 같다 또한Table 4-1 . Lactobacillus
brevis 은 경기대학교 대학원 식품미생물학 실험실에서 김치로부터 분리 및 동FSB-1
정하여 보관 중인 균주로서 본 연구 제 장에서 대장내 점착능이 가장 우수한 균주, 1
로 선별되었으며 면역 활성 측정에 사용되었다.
실험동물은 C3 자성 주령 주 대한바이오링크사 충북 과 웅성H/HeN( , 7 , ( ) , ) ICR mouse( ,
주령 주 대한바이오링크사 충북 를 사용하였으며 및 의 상대습도로 조6 , ( ) , ) , 24±1 55%℃
절된 사육조내에서 시간 동안 적응토록 하였다 이때 사료 삼양사료 인천 와24 48 . ( , )～
물을 자유급식시켰다.

나 면역활성 우수균주의 선별.

유산균을 배지에서 시간 배양한 후 분 동안 원심분MRS 37 , 24 4 , 3,000 rpm, 20℃ ℃
리 하여 균체를 회수하고 생리식염수 용액으로 회 세척한 후 증류수로, (0.9% NaCl) 3
현탁하였다 현탁 균체는 초음파 분쇄기. (Ultra sonic processor, Sonics and Materials

로 세포벽을 파괴하여 에서 분간 원심분리 하고 상등액Inc. USA) 4 , 12,000 rpm 30 ,℃
을 동결건조 하였으며 일정 농도의 용액으로 제조한 후 항보체 활성(cytosol fraction) ,

을 측정하였다 이중 활성이 높은 균주들을 최조 선별하여 이후의 실험에 사용하였다. .

다 균체성분의 분획물 조제.

액체배지 에 최대 활성 균주로 선별된MRS (Difco Co., USA) 300 mL L. brevis
의 전 배양액 를 접종한 후 에서 시간 동안 혐기적으로 배양하였다FSB-1 1% , 37 48 .℃
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Lactobacillus brevis FSB-1
Cultivation at 37 for 48 hr℃
Centrifugation at 4 , 6,000 rpm for 20 min℃

Precipitation Supernatant
Washing with saline, 3 times
Suspended with distillated water Addition of 4 volume of ethanol
Sonication at 4 for 5 min℃
Centrifugation at 4 , 25,000 rpm for 20 min℃

Precipitation Supernatant Precipitation Supernatant

Cell wall Cytosol Extracellular Discard
fraction fraction fraction

Figure 4-2. Preparation of cell wall, cytosol and extracellular fractions from
Lactobacillus brevis FSB-1.
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배양액 전체를 에서 분간 처리하여 균체를 사멸시킨 후 에서100 10 , 4 , 6,000 rpm℃ ℃
분간 원심분리하여 균체를 회수하였다 회수된 균체를 생리식염수로 회 세척한 후20 . 3

증류수에 현탁한 다음 초음파 분쇄기, (Ultrasonic processor, Sonics and Materials
를 이용하여 에서 분간 세포벽을 파쇄한 후 에서 원심분리Inc., USA) 4 5 , 6,000 rpm℃

하여 미파쇄 균체를 제거하였다 상등액을 에서 분간 원심분리하여. 4 , 25,000 rpm 20℃
상등액과 침전물로 분리하고 각각을 세포질 획분 과 세포벽 획분, (cytosol fraction) (cell

으로 하였다 또한 배양상등액에 배 부피의 에탄올 시약 급 을 첨가하wall fraction) . 4 ( 1 )
여 상온에서 하룻밤 동안 방치시킨 후 원심분리하여 침전물을 회수하고 배양 상등액,
을 균체 외 획분 으로 하였다 이렇게 얻어진 각 분획물을 동결(extracellular fraction) .
건조한 다음 보관하면서 일정농도의 용액으로 조제한 후 활성 측정용으로 사용하였,
다(Fig. 4-2).

라 장관면역 활성측정.

장관면역 활성은 Hong 등(1998)의 방법에 의거하여 세포를 매개로한Peyer's patch
골수세포 증식정도를 측정함으로서 평가되었다 즉. C3 자성 주령 를H/HeN mouse( , 7 )
경추탈구하여 치사시킨 후 복부를 절개하여 소장을 적출하고 소장벽에 붙어 있는,

를 떼어낸 다음 를 함유한Peyer's patch , 7% FBS(Sigma Chemical Co., USA) RPMI
배지 가 든 에 옮겼다 위에1640(Gibco BRL, USA) (RPMI 1640-FBS) petri dish . Patch

멸균된 금속체 를 올려놓고 주사기의 고무 부분을 이용하여 조직을 파괴시(100 mesh)
킴으로서 로부터 세포를 방출시켰다 세포 현탁액을 멸균된 금속체, Peyer's patch . (200

를 이용하여 재차 여과한 후 배지로 세척하였다 세척 후 동mesh) RPMI 1640-FBS .
일배지로 세포수를 2.0×106 가 되도록 조절한 후cells/mL , microtiter plate(Becton

에 씩 분주하고 각 시료를 씩 분주한 다음Dickinson Lab., USA) 180 L 20 L , 37 ,μ μ ℃
5% CO2 에서 일간 배양한 후 상등액을 회수하여 골수세포 증식활성 측정incubator 5
용으로 사용하였다.
한편 골수세포액의 조제는 동일종의 마우스 대퇴부 뼈를 적출한 후 주사기 바늘을,
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이용하여 배지를 뼈 속으로 넣어 골수세포를 회수하였다 골수세포RPMI 1640-FBS .
를 위와 같이 여과 및 세척하고 세포농도를, 2.5×105 로 조정하여cells/mL microtiter

에 씩 분주하였다 그 후 세포와 시료를 반응시킨 배양상등plate 100 L . Peyer's patchμ
액 간접자극 또는 시료용액 직접자극 와 배지 를 각각( ) ( ) 50 L RPMI 1640-FBS 50 Lμ μ

에 분주한 다음plate , 37 , 5% CO℃ 2 에서 일간 배양하였다 골수세포 증식incubator 6 .
활성 측정은 Alamar BlueTM 법 등 이 이용되었다 즉 골수세포의 배assay (Page , 1993) .
양종료 시간 전에18 Alamar BlueTM 용액 를 첨가하여 반(Biosource Co., USA) 20 Lμ
응시킨 후에 골수세포의 증식도를 와 에서 형광분, excitation 544 nm emission 590 nm
석기 로 측정하였다 골수세(Luminescence spectrophotometer, Perkin Elmer Ltd., UK) .
포 증식활성화 정도는 시료대신 생리 식염수를 사용한 대조구와 시료 처리구의 골수

세포의 증식도를 비교하여 측정하였다.

마 마크로파지 활성화능 측정.

마크로파지 활성화능 측정은 등 의 방법을 실험실 여건에 맞게 다소Suzuki (1990)
변형하여 사용되었다 즉 웅성 주령 에. , ICR mouse( , 6 ) 5% thioglycollate(TG, Sigma

배지 를 복강에 주사하고 일 후 유도된 복강내 마크로파Chemical Co., USA) 2 mL , 3
지를 배지를 이용하여 회수한 다음 회 세척하였다 회수한 마크RPMI 1640-FBS 2 3 .～
로파지를 1.0×106 가 되도록 동일한 배지를 이용하여 세포수를 조절한 후cells/mL ,

에 를 분주하여microtiter plate 200 L 37 , 5% COμ ℃ 2 에서 시간 동안 배양incubator 2
함으로서 세포를 표면에 부착시켰다 부착되지 않은 여분의 마크로파지를well . RPMI

배지를 이용하여 세척하고 동일한 배지 를 분주하였다 여기에 각1640-FBS , 180 L .μ
농도별 시료 를 분주한 후20 L , 37 , 5% COμ ℃ 2 에서 시간 동안 배양하였incubator 24
다 배양액은 상등액을 제거한 후 배지로 세척하였으며 각 에. RPMI 1640-FBS , well

을 씩 분주하여 세포막을 용해0.1% Triton X-100(Sigma Chemical Co., USA) 25 Lμ
시켰다 마크로파지로부터 유리된 의 활성측정을 위해 기질인. lysosomal phosphatase ,
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p-NPP(p-Nitrophenylphosphate, 1 mg/mL, 0.025 M citrate buffer, pH 5.0, Sigma
를 분주하여Chemical Co., USA) 200 L 37 , 5% COμ ℃ 2 에서 분 동안 반incubator 15

응시켰다 반응 후 를 넣어 발색시킨 후. 0.2 M borate buffer(pH 9.8) 50 L ,μ
를 이용하여 에서 흡광도를 측정Microtiter Reader(Molecular Devices, USA) 405 nm

하였다.

바 활성화능 측정. Splenocyte mitogen

웅성 주령 를 치사시킨 후 비장을 적출하여 배지가ICR mouse( , 6 ) RPMI 1640-FBS
들어 있는 에 담근 후 주사기의 고무마개와 화염멸균한 및petri dish , 100 200 mesh
금속망을 이용하여 마쇄 및 여과를 실시하여 비장세포액을 얻었다 이 세포액을 저장.
액 용혈법 용액 로 약 초간 처리 을 이용하여 적혈구를 제거한 다(0.2% NaCl , 3 mL 20 )
음 배지로 회 세척한 후 세포수가, RPMI 1640-FBS 2 3 , 5.0×10～ 6

가 되도록cells/mL
조절하였다 이 세포액을 에 씩 분주하고 각 시료를 씩 첨. microtiter plate 90 L 10 Lμ μ
가하여 37 , CO℃ 2 에서 일 동안 배양하였다 비장 림프구의 증식정도는incubator 3 .
MT 법T ( 등Zheng , 2002 을) 이용하여 측정되었다 즉 각 의 세포배양액에 발색시. , well
약 용액 를 첨가MTT (Methylthiazoletetrazolium, Sigma Chemical Co., USA) 50 Lμ
하여 CO2 에서 시간 동안 배양하였다 형성된 침전을 회수incubator 5 . MTT-formazan
한 후 시약 급 를 이용하여 재차 용해시킨 다음, 0.04 N HCl/isopropanol( 1 ) 100 L ,μ

를 이용하여 에서 흡광도를 측정Microtiter Reader(Molecular Devices, USA) 570 nm
하였다.

사 보체계 활성화능 측정.

정상 혈청 의 조제1) (Normal human serum, NHS)
실험실의 건강한 성인을 대상으로 채혈하여 실온에서 분씩 방치한 다음 혈액을30
응고시킨 후 에서 분간 원심분리하여 혈청을 분리하였다 분리한 혈4 , 3,000 rpm 20 .℃
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청을 씩 나누어 냉동고에서 보관하면서 실험에 사용하였다1 mL -70 .℃

보체계 활성화능 측정2)
보체계 활성화능은 항보체 활성으로 측정되었다. 항보체 활성은 법Mayer ( 과Kabat
Mayer, 1971 에 근거하여) 시료에 의해 보체를 활성화한 후 잔존하는 보체에 의한 적,
혈구 용혈활성에 근거를 둔 를 이용하여 측정되었다 즉 정complement fixation test . ,
상인의 혈청과 500 M Caμ ++, 2 mM Mg++이 함유된 gelatin veronal buffered
saline(GVB++ 주 일본동결건조연구소 및 시료를 각각 씩 혼합buffer, pH 7.4, ( ) ) 50 Lμ
하여 에서 분간 차 반응시킨 후 이 반응액에37 30 1 , GVB℃ ++ 를 씩 첨가buffer 350 Lμ
하고 이를 배까지 연속하여 희석하였다 여기에10 160 . GVB～ ++

와 양혈buffer 750 Lμ
과 으로 제조된 양의(Komed, Co., Ltd., Korea) hemolysin(Sigma Chemical Co., USA)

감작적혈구(IgM-sensitized sheep erythrocyte, EA Cell, 1×108 를 각각cells/mL) 250
씩 가하여 에서 시간 동안 반응시키고 의L 37 1 4 phosphate buffered saline(PBS)μ ℃ ℃

를 가하여 반응을 정지시켰다 각 반응액을 에서 분간 원심분2.5 mL . 4 , 2500 rpm 10℃
리하여 상등액을 얻은 다음 를 이용하여, Microtiter Reader(Molecular Devices, USA)

에서 흡광도를 측정하였다 항보체 활성은 총보체용혈에 대한 저지율412 nm . 50%
(ITCH50 로 나타내었다, inhibition of 50% total complement hemolysis) (Fig. 4-3,
4-4).
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NHS (50 L) + GVBμ ++ (50 L) + Sample (50 L)μ μ
Incubation at 37 for 30 min℃

Reaction mixture
Adding 350 L of GVBμ ++

Dilution (10 160 folds)～
Adding 750 L of GVBμ ++

Adding 250 L of IgM haemolysinμ
Sensitized sheep erythrocyte
(108 cells/mL)
Incubation at 37 for 1 hr℃

Reaction mixture (Stop)
Adding 2.5 mL of PBS
Centrifugation at 2,500 rpm for 10 min

Supernatant Precipitation

Reading at OD at 412 nm

TCH50 of control -TCH50 of sample
ITCH50 = × 100

TCH50 of control

Figure 4-3. Schematic diagram of the assay for the determination of
anti-complementary activity.
NHS, normal human serum; GVB++, gelatin veronal buffered saline; PBS, phosphated buffered saline;
TCH50, 50% total complement hemolysis ITCH50, inhibition of 50% total complement hemolysis.
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Preincubation

Preincubation

Incubation

Incubation

37oC, 60 min

Inhibition

Activation

37oC, 30 min

37oC, 60 min

No sample Erythrocytes Hemolysis

sample Erythrocytes

Erythrocytes

Figure 4-4. Assay procedure of complement system activation.
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아 보체계 활성화 경로 검토.

보체계 활성화 경로1)
보체계 활성화 경로를 조사하기 위하여 GVB++ 및buffer(classical alternative

경우pathway ), GVB++에서 Ca++만을 선택하여 제거하기 위해 2 mM MgCl2 및 10
가 함유된mM EGTA Mg++-EGTA-GVB-- 경우 그리고buffer(alternative pathway ),

금속이온을 모두 제거하기 위하여 가 함유된10 mM EDTA EDTA-GVB-- 에buffer
시료 및 정상인의 혈청을 각각 첨가하고 상기 방법과 같이 총보체용혈의 저지율을,
측정함으로서 시료의 보체계 활성화 경로를 비교 및 검토하였다(Fig. 4-5).

차원 면역 전기영동2) 2 (Crossed Immunoelectorphoresis)
GVB++ 및 경우buffer(classical alternative pathway ), Mg++-EGTA-GVB--

경우buffer(alternative pathway ), EDTA-GVB-- 경우 에 각각buffer(lectin pathway )
정상인의 혈청과 시료를 혼합하고 에서 분간 반응시킨 후 의37 30 , pH 8.6 barbital℃

를 사용하여 조제한 상에서 차 전기영동buffer(ionic strength, 0.025) 1% agarose gel 1
을 실시하였다 이후 의(3 mA/cm). 0.5% anti-human C3 serum(Sigma Chemical Co.,

이 함유된 상에서 약 시간 동안 차 전기영동을 실시하였다USA) 1% agarose gel 15 2 (1
전개된 은 로 염색시켜 항mA/cm). gel bromophenol blue(Sigma Chemical Co., USA)

체와 반응하여 형성된 침강선을 관찰함으로서 의 분해산물을 확인하였다, C3 (Shimura
등, 1983).

자. In vivo 보체계 활성화능 실험

활성 물질의1) in vivo 항보체 활성

활성 물질의 in vivo 보체계 활성화능을 측정하기 위해 를guinea pig (150 - 200 g)
이용 무투여군과 투여군으로 나누어 실험하였다 멸균 생리식염수에 시료를 용해시, .
킨 후 실험 당일 각각 과 씩 각각 복강내에 주사하였으며 대조, 50 mg/kg 25 mg/kg
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군은 생리식염수만을 투여하였다 보체계 활성화능을 측정하기 위해 시료 투여 후.
각각 시간 째에 을 이용 의 안와2, 4, 8, 12, 24 hematocrit capillary pipette guinea pig
정맥으로부터 채혈되었다 각각 시간별로 채취한 혈액은 상온에서 분이상 방치하. 30
여 응고시키고 원심분리를 실시하여 혈청을 얻었으며 이를 대상으로 총보체 용혈,
(50% total complement hemolysis, TCH50, 을 측정하였다%) .

의 분해산물의 결합활성 측정2) Complement C3
주령의 에 세포수를5 ICR mouse 2×106 로 조정한 을 복강에 이cell/ Sarcoma-180㎖

식하고 생리 식염수에 녹인 활성시료를 처치 일째 부터 일간 및, 1 3 , 20 mg/ml 10
씩 일 회 복강 주사하였다 실험 일째 치사하여 복강 를 회수mg/mL 1 1 . 6 macrophage

하고 세척 후, 2×106 로 조정하여 부유액을 조제하였다 동 부유액cell/ macrophage .㎖
은 살 균 에 놓여진 현미경 검경용 에 씩 분주하고petridish cover glass 0.2 ml , 5%
CO2 에서 간 방치하여 표면에 를 부착 시켰incubator 37 , 30 min glass macrophage℃
다 에 부착된 은 풍건하고 로 고정한 후. Cover glass cell 95% ethanol , anti-mouse C3

를 처리하여 간 재배양하였다 이후 각 는 로rabbit IgG 37 , 60 min . Cover glass PBS℃
수차례 세척한 후 에서 유도된, goat FITC-anti-rabbit IgG (Miles Yeda Ltd., IL,

를 처리하고 상온에서 시간 방치하였다 이 후 수차례 세척하고 현미경을 이용USA) 1 .
검경하였다 각 에 결합된 개의 세포 중 형광성을 띄는. cover glass 200 C3-positive
의 수를 세어 활성 로 표시하였다cell cell .

차 통계 처리.
실험결과는 평균값 로 나타내었고±SD , student t 를 이용하여 통계처리한 후-test
p 수준에서 유의성을 검정하였다<0.05 .
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Classical pathway MBL pathway Alternative pathway

Immune complexes

C1qrs C4 C2 C4b C2b activation

C3a C3b

Ca++

Mg++

Mg++

C5-C9Terminal sequence

Adaptive Innate

MBL-associated 

serine protease

C3

C3i, Factor  B, D

C3iBb,

Figure 4-5. Overview of the complement system by C3 activation method.



- 115 -

결과 및 고찰3.

가 면역 활성 우수균주의 선별.

유산균체 및 대사산물이 갖는 면역활성능을 검토하기 위하여 에 제시된Table 4-1
바와 같은 각종 유산균들을 대상으로 보체계 활성화 정도를 검토하였다 각 유산균들.
의 균체를 회수한 후 분간 초음파 처리하여 세포벽을 파쇄하고 상등액을 동결건조, 5
하여 유산균 세포질 획분을 각각 조제하였다 건조된 시료들은 각각 농. 1,000 g/mLμ
도로 조제하여 법에 의해 보체계 활성화능을 측정한 결과 유산균주는 대체로Mayer ,
ITCH50 이상의 활성을 보였다 이들의 활성은 동일 농도에서40% . Latobacillus
brevis 과FSB-1 (100%) L. plantarum 가 가장 높은 경향을 보여 주었으FSB-2(97%)
며 그 외 활성의 순서는, L. delbrueckii KCTC 1047 (90%), L. plantarum ATCC
14917 (79%), L. casei KCTC 3109 (76%), L. acidophillus 의 순이었IFO 3025 (70%)
다 이들 차 선별한 균주들은 재차 배양하여 활성을 반복 검토한 결과 본 실험실에. 1 , ,
서 김치로 부터 분리한 L. plantarum 균주와FSB-2 L. brevis 의 경우 지속적FSB-1
으로 양호한 활성을 보였으므로 본 균주들을 면역활성 최종 균주로 최종 선별하고 이

후의 실험에 사용하였다 특히. L. brevis 은 제 항에서 장내 점착성 우수 균FSB-1 1
주로 선별된 균이어서 동 균주의 경우 장내 점착성 및 면역성이 공히 높은 균주로 판

단되었으며 따라서 이후의 실험에 주 균주로 사용되었다. L. plantarum 와FSB-2 L.
brevis 은FSB-1 김치 발효에 관여하는 주요세균으로 전체 발효과정 중 주로 후숙기

나 과숙기에 높은 빈도로 발견되고 동종 유산발효균으로 김치 고온 발효 중 높은 젖,
산 생성능을 보여 김치를 빨리 익게 하는 산패균

(26)
으로 취급되고 있으나 최근 유산,

균의 기능성 연구 결과 항돌연변이 효과가 우수하고, in vivo 항암활성 및 면역증강

효과가 높은 것으로 보고되고 있어 새롭게 관심의 대상이 되고 있는 유산균이다 본.
실험 결과에서도 이들이 높은 항보체 활성을 보이고 있는 것은 최근 보고되고 있는,
이러한 실험결과와 비교할 때 상당히 흥미로운 부분이라 하겠다.
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Table 4-1. Screening of lactic acid bacteria with immunopotentiating
activity (anti-complementary activity)

Strain name of lactic acid bacteria Anti-complementary activity
(ITCH50, %, mean±SD)

Lactobacillus acidophilus IFO 3025 70.1±4.2
Lactobacillus acidophilus 58.4±3.8
Lactobacillus amylophilus KFRI 238 65.9±6.2
Lactobacillus casei KCTC 3109 76.3±4.2
Lactobacillus confusus KFRI 227 42.3±3.9
Lactobacillus delbrueckii KCTC 1047 90.0±5.6
Lactobacillus fermentum ATCC 14931 52.6±8.2
Lactobacillus helveticus ATCC 8018 52.8±4.3
Lactobacillus helveticus 40.8±3.2
Lactobacillus hilgardii KFRI 229 30.2±6.4
Lactobacillus pentosus KCTC 3120 32.6±7.2
Lactobacillus pentosus KCCM 35472 21.6±3.5
Lactobacillus plantarum KCTC 3099 65.2±3.3
Lactobacillus plantarum KCTC 3104 63.7±4.6
Lactobacillus plantarum KCTC 3105 57.2±5.6
Lactobacillus plantarum KCTC 3108 50.9±5.4
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 79.2±3.2
Lactobacillus brevis FSB-1 100.0±3.4
Lactobacillus plantarum FSB-2 97.4±4.8
ML4 36.5±5.2
Streptococcus thermophilus 42.3±3.4
Streptococcus thermophilus ATCC 14485 53.8±6.1
Lactococcus garvieae KCTC 3772 24.5±7.2
Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 7962 68.2±2.4
Enterococcus casseliflavus KCTC 3079 48.9±8.1
Enterococcus faecalis KCTC 2011 40.1±5.6
Pediococcus pentosaceus KFRI 833 39.9±2.4
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나 골수세포 증식에 의한 장관면역 활성.

면역 활성 우수균주 선별과정에서 가장 높은 활성을 보였던 L. brevis 을 대FSB-1
상으로 분리한 전균체 세포벽 세포질 및 균체 외 획분을 대상으로 세, , Peyer's patch
포를 매개로한 골수세포의 증식도를 측정함으로서 장관면역 활성을 검토하였다. Fig.

에 나타난 바와 같이 모든 획분에서 무첨가 대조군에 비해 상대적으로 높은4-6-A) ,
활성을 보였으며 특히 세포벽과 세포질 획분에서 약 이상 증가된 활성경향을 나, 30%
타내었다 그러나 이들 활성은 양성 대조군인 보다는 전반적으로 낮은 활성이었. LPS
다 골수는 차 림프조직계로서 미성숙 림프구를 포함하여 순환계내에 있는 모든 혈. 1
구세포들이 동일한 전구세포에서 생성 및 분화되는 부위로서 이들 세포들이 전신을,
순환하며 각종 생체반응을 수행하므로 골수세포 증식은 면역계에 있어 매우 중요한,
위치를 차지하고 있다고 할 수 있다( 등 등 등Benedetti , 1995; Janeway , 1994; Kim ,
2000) 그. 러나 본 실험에 사용된 활성 측정법의 특성상 배양 상등액으, Peyer's patch
로 골수세포의 증식을 유도하므로 배양 상등액에 존재했던 시료가 직, Peyer's patch
접 골수세포를 증식시킬 가능성이 있다 따라서 본 실험에서는 골수세포의 증식활성.
이 시료가 직접 작용하여 나타난 결과 직접 자극 인지 또는 소장내에 존재하는( )

세포의 활성화에 기인한 간접적인 골수세포 증식활성인지를 확인하고Peyer's patch
자 하였다 에 나타난 바와 같이 세포를 매개로 한 활성. Fig. 4-6-B) , Peyer's patch

보다 직접 골수세포를 자극한 경우가 낮은 결과를 보였으며 특히 모든[Fig. 4-6-A)] ,
시료의 활성은 무첨가 대조군보다 낮은 경향을 나타냈다 이러한 사실로부터. L.
brevis 의 각 균체성분이 직접 골수세포증식에 관여하는 것이 아니라FSB-1 , Peyer's

의 면역세포들을 활성화시킴으로서 골수세포 증식을 유발시키는 특정물질을 생patch
성한다는 사실을 추론할 수 있었다 이와 유사한 결과로서 등 은 유산균의. Yasui (1991)
일종인 Bifidobacterium breve의 세포벽 획분을 첨가한 군에서 높은 Peyer's patch
세포의 증식이 일어났다고 보고하였으며 등 은, Shin (2004) Bifidobacterium bifidum

의 세포벽 성분이 의 림프구를 활성화시켰다고 보고하였다SL 21 Peyer's patch .
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Figure 4-6. Comparison of A) Peyer's patch-mediated effect and B) direct
effect of the cellular components of Lactobacillus brevis FSB-1 on bone
marrow cell proliferation.
1)A) After Peyer's patch cells incubated with the sample, the resulting supernatant incubated with bone
marrow cells, B) The sample directly incubated with bone marrow cells without reaction with Peyer's
patch cells. 2)LPS, lipopolysaccharides from Escherichia coli O127:B8 was used as a positive control. 3)*,
p<0.05; Significant difference between control (saline only) and sample.
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다 마크로파지 활성화능.

마크로파지는 체내로 이물질 감염성 미생물 등 이 침입하였을 때 이들을 초기에 비( )
특이적으로 제거시키는 탐식세포로서 세포 매개성 면역에 중요한, 역할을 담당하는

면역세포로 알려져 있으며 염증반응 이나 종양치사작용, (inflammation) (tumoricidal
등 다양한 기능을 수행하고 있다고 보고되고 있다effect) ( 등Haza , 2003). 또한 마크로

파지는 항원을 탐식 및 분해 하여 그 일부를 자신의 세포 표면에 부착 및(processing)
제시 함으로서 림프구에 의한 면역반응을 유도하여 후천성 면역계가(presentation) , T
작동할 수 있도록 해 주는 로서 작effector cell 동한다( 과Benjamini Lesrowitz, 1996;

등Kim , 2000). L. brevis 의 균체 분획물을 대상으로 마크로파지 활성화능을FSB-1
검토한 결과 전균체 세포벽 및 세포질 획분을 과 의 농도로 처리한 군에, , 1 10 /mL㎍
서 대조군보다 높은 활성의 증가가 관찰되었다 이 결과는 강력한 면역 조(Fig. 4-7).
절인자로 알려진 의 활성에는 미치지 못하는 결과이지만 본 균주의 다양한 균체LPS ,
성분이 마크로파지를 자극하여 활성화시킴을 알 수 있었다 한편 균체 외 획분은 마.
크로파지 활성화에 거의 영향을 주지 못하는 것으로 나타났다 본 실험결과와는 다르.
지만 등 과 등 은Kitazawa (2000) Uemura (2003) Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 의 경우 이들이 생산하는 균체 외 다당이 마크로파지의 기OLL 1073R-1 ,
능을 향상시키고 특히 이들 균주에, 의해 생산된 가 활성의 본체phophopolysaccharide
이며 이들 중 이 마크로파지 기능 향상에 중요한 역할을 담당한다고, phosphate group
보고한 바 있다.
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Figure 4-7. Macrophage-stimualting activities of the cellular components of
Lactobacillus brevis FSB-1.
TG-elicited macrophages were cultured with each cellular component and control. 1)The
macrophage-stimulating activity was measured by lysosomal phosphatase activity, and
expressed as mean±SD of quadruplicate cultures. 2)LPS, lipopolysaccharides from
Escherichia coli O127:B8 was used as a positive control. 3)*, p<0.05; Significant
difference between control (saline only) and sample.
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라 활성화능. Splenocyte mitogen

비장 은 혈액으로부터 항원을 수집하며 및 림프구의 성숙과 항원에 의(spleen) , B T
해 자극을 받은 후에 림프구의 분화가 이루어지는 주요 림프기관으로 비장내 림프구

의 증식은 면역시스템에서 매우 중요한 의미를 갖는다(Kang, 2002). L. brevis FBS-1
의 각 균체성분에 대한 활성화능을 측정한 결과 전균체 세포벽splenocyte mitogen , ,
및 세포질 획분에서 무첨가 대조군에 비해 약 의 높은 활성 증가가150 250%～ 관찰되

었다 특히 이들 증가된 활성은 시료농도에 따라 활성이 높아지는 농도 의존적인 경.
향을 보여주었다 한편 균체 외 획분의 경우 마크로파지 활성화 경향과 유(Fig. 4-8). ,
사하게 활성화능도 거의 없는 것으로 나타났다mitogen .
본 실험과는 상반된 결과로 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus의 경우 이들,
이 생산한 균체 외 산성 다당인 가 비장 림프구의 증식을 유도phosphopolysaccharide
하고 가 잠재적인 으로 작용하며 그, phosphopolysaccharide B-cell dependent mitogen ,
중 기가 중요한 역할을 담당한다는 결과가 발표된 바도 있다 등phosphate (Kitazawa ,
1998).
한편 등 은Wright (1998) Lactobacillus rhamnosus 을 에GG ATCC 53103 mouse

로서 투여한 결과 와 를 향상시킨다고 보고viable probiotics , T- B-cell mitogenesis 한

바 있으며, 등 은Kitazawa (2003) Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus NIAI B6
은 를 유도할 수 있는 를 가지고 있어서 비장을 활성화splenic B cells oligonucleotide
시킬 수 있다고 보고하였다 이 결과는 향후. L. brevis 의 면역증진 활성물질FBS-1
규명에 대한 연구의 필요성을 제기하였다.
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Figure 4-8. Splenocyte mitogenic activities of the cellular components of
Lactobacillus brevis FSB-1.
Splenocytes were cultured with each cellular component and control. 1)Splenocyte
mitogenic activity was measured by MTT assay as described in 'Materials and
Methods' and expressed as mean±SD of quadruplicate cultures. 2)LPS,
lipopolysaccharides from Escherichia coli O127:B8 was used as a positive control. 3)*,
p<0.05; Significant difference between control (saline only) and sample.
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마 보체계 활성화능.

L. brevis 의 각 균체성분에 대한 보체계 활성화능을 측정한 결과 균체 외FSB-1 ,
획분을 제외한 각 획분의 경우 농도에서1,000 /mL ITCH㎍ 50, 의 매우 우수한100%
보체계 활성화능을 보였다 이는 보체계의 강력한 활성인자로 알려져 있으(Table 4-2).
며 본 실험에서 양성 대조군으로 사용된 구름버섯, (Coliolus versicolar, 운지 기원의)

보다도 높은 활성이었다 특히 세포질 획분의 경우Polysaccharide-K(PSK) . , 100 ㎍
의 저농도에서도 약 의 항보체 활성화능을 나타냄으로서 가장 높은 보체계/mL 69%

활성화능을 보였다 따라서 이들 세포질 획분에 대하여 농도 증가에 따른 보체계 활.
성을 재차 측정한 결과 보체계 활성이 농도 의존적으로 증가하는 경향을 보였다 또, .
한 세포질 획분 의 농도에서도 의 항보체 활성화능을 보였으며 양성500 /mL 100% ,㎍
대조군인 와 세포질 획분 에서 비슷한 항보체 활성화능을PSK 500 /mL 100 /mL㎍ ㎍
나타냄으로서, L. brevis 의 세포질 획분은 보체계의 강력한 활성인자임을 재차FSB-1
확인할 수 있었다.
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Table 4-2. Anti-complementary activities of the cellular components of Lactobacillus brevis FSB-1

Samples Concentration
( g/mL)μ

Anti-complementary
activity1) (ITCH50, %) Samples Concentration

( g/mL)μ
Anti-complementary
activity (ITCH50, %)

Whole cell Fr.
1,000 100.0±0.03)

Cytosol Fr.

1,000 100.0±0.0
100 0.1±2.2

500 100.0±6.01,000 100.0±0.0
Cell wall Fr. 100 11.9±4.0 100 69.3±1.9

1,000 100.0±0.0
Cytosol Fr. 50 25.4±2.3100 69.1±4.0

1,000 61.9±3.5Extracel luar
Fr. 10 0.0±0.0100 28.1±1.7
PSK2) 1,000 99.2±11.9 PSK 1,000 99.2±11.9

500 76.2±1.4
1)The anti-complementary activity was expressed as the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2)Polysaccharide-K (PSK), a
known immuno-active polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive control. 3)The data were expressed as mean±SD of three separate
experiments.
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바 보체계 활성화 경로.

보체계는 의 활성 단백질과 조절인자를 포함하여 약 여종의 혈중 순환 단C1 C9 20～
백질들로 구성되어 있으며 외부 감염 병원체 등 침입인자를 항체의 존재 또는 비존,
재 하에 비특이적으로 제거하는 생체의 주요 방어기구이다( 과Kwon Sung, 1997 보).
체계가 활성화되면 연속적인 반응에 의하여 보체 단백질이 활성 분자로 분해cascade
되고 이들이 침입인자의 표면에 부착되어 최종적으로, , membrane attack

를 형성하여 감염 병원체 등을 제거하는 것으로 알려져 있다 등complex(MAC) , (Jung ,
또한 보체 활성화 과정 중 생성되는 여러 보체 분해산물은 각종 생리반응을2002). 매

개한다고 알려져 있으며 특히 마크로파지, 와 의 활성화 면역증강 등과 밀lymphocyte ,
접한 상관관계가 있다고 보고되고 있다( 등Jung , 2002 보체계 활성화 경로는 보체의).
중요성분인 의 활성화 방법에 따라 구분되어 진다C3 ( 과Kwon Sung, 1997 즉).

는 면역복합체 존재 하에 성분이 항체의classical pathway C1q CH2 나(IgG) CH4(IgM)
영역에 결합함으로서 개시되며 이후에 들이, C1r, C1s Ca++존재 하에 복합체를C1qrs
형성하고 와 반응하여 와 를 유리시키고, C4, C2 C4a C2a , Mg++존재 하에 C3

활성을 갖는 를 형성한다 는 면역복합체의 관convertase C4b2b . Alternative pathway
여 없이 보체가 활성화되는 경로로 혈중 미량 생성되는 에 와 가 관여, C3i factor B D
하며, Mg++존재 하에 가C3 convertase(C3IiBb) 형성된다( 등Kim , 2000 또). 한 lectin

는pathway 의 작용mannose binding lectin(MBL), MBL-associated serine protease
으로 와 를 비특이적으로 활성화 시키고 를 활성화한다C4 C2 C3 . 따라서 활성화에 관

여하는 금속이온의 존재여부에 따라 반응계를 조절하면 보체계 활성화 경로를 예측할

수 있게 된다 보체계에 대해 높은 활성을 나타내었던 세포질 획분을 대상으로. ,
GVB++ 기본 반응계와 가 금속이온을 모두 제거한2 EDTA-GVB-- 반응계 및 Ca++이
온만을 선택적으로 제거한 Mg++-EGTA-GVB-- 반응계로 나눈 다음 농도별로 항보체,
활성(ITCH50 을 비교 측정하였다) , .

에서 보는 바와 같이Fig. 4-9 L. brevis 의 세포질 획분의 경우FSB-1 , Ca++ 및
Mg++ 이 모두 존재하는 기본 반응계에서의 활성과 비교할 때 가 금속이 모두 제거, 2
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된 반응계에서는 대조군에 비해 거의 완전한 활성의 감소를 관찰할 수 있었으나,
Mg++ 이온만 존재하는 반응계에서는 활성이 상당량 유지 약 수준 되는 결과( 20 40% )～
를 보였다 이러한 사실은. L. brevis 의 세포질 획분이 보체계의FSB-1 classical

와 의 양 경로를 모두 활성화시킬 수 있음을 의미하는 것pathway alternative pathway
으로 특히 는 항체에 의한 면역반응이 일어나기 전에 활성화되기, alternative pathway
때문에 항원에 의해 감작되지 않은 숙주에 있어 중요한 차적 방어기작이므로 그 의1
미가 크다고 할 수 있다(Whaley, 1986).
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Figure 4-9. Effect of calcium and magnesium ions on anti-complementary
activity of cytosol fraction of Lactobacillus brevis FSB-1.
1)The anti-complementary activity was expressed as the inhibition of 50% total
complement hemolysis by Mayer's method. 2)Polysaccharide-K (PSK), a known
immuno-active polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive
control. 3)The data were expressed as mean±SD of three separate experiments.
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사 차원 면역 전기영동에 의한 산물의 동정. 2 C3

M 법ayer ( 과Kabat Mayer, 1971 에 의한 항보) 체 활성측정법은 차 반응단계에서 시1
료성분의 보체계 활성화에 의한 보체의 소모정도를 측정하는 방법으로 만일 시료 중,
보체의 활성화가 아닌 특정한 저해성분이 존재할 경우에도 높은 항보체 활성을 보일

수 있는 문제점을 갖고 있다( 등Kim , 2002 따라서). L. brevis 의 세포질 획분FSB-1
의 항보체 활성이 보체계 활성화에 기인한 것인지 혹은 시료의 보체 저해활성에 의,
한 것인지를 확인하기 위하여 보체계 활성화에서 가장 중요한 성분으로 알려진 의, C3
활성화 여부를 조사하였다 일반적으로 보체계가 활성화되면 는 와 로. C3 C3a C3b 분해

되므로( 과Shin, 1999; Kang Shin, 2003 시료와), 정상인 혈청을 반응시킨 후 차 전기1
영동을 실시하고 를 이용하여 차 면역 전기영동을 수행함으로서, anti-human C3 2 C3
분해산물을 동정하고자 하였다 에 나타난 바와 같이 시료의 첨가 없이 정. Fig. 4-10 ,
상인의 혈청만을 반응시킨 후 면역 전기영동한 결과 의 활성화가 이루어지지 않아C3
단일 침강선 이 나타나는 반면(precipitation line) (Fig. 4-10-A), L. brevis 의 세FSB-1
포질 획분과 혈청을 기본 반응계에서 반응시킨 경우는 의 활성화가 일어나 두개의C3
침강선이 형성된 것을 관찰할 수 있었다 따라서 본 균주의 세포질 획분(Fig. 4-10-B).
의 항보체 활성은 보체계의 저해가 아닌 직접 활성화에 기인함을 확인할 수 있었다.
L. brevis 의 세포질 획분을FSB-1 Mg++-EGTA-GVB-- 및 EDTA-GVB-- 반응계
에서 반응시킨 후 그 분해 산물을 관찰한 결과는 및 항에Fig. 4-10-C Fig. 4-10-D
나타난 바와 같다 금속이온을 모두 제거한. EDTA-GVB-- 반응계에서는 의 활성화C3
가 진행되지 않아 개의 침강선이 관찰된 반면1 , Ca++ 이온을 선택적으로 제거한

Mg++-EGTA-GVB-- 반응계에서는 개의 침강선이 관찰되었다 따라서2 . L. brevis
의 세포질 획분은 보체계의 와 의 두 경FSB-1 classical pathway alternative pathway

로를 모두 활성화시킴을 재차 확인할 수 있었다.
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A) B) C) D)

Figure 4-10. Crossed immunoelectrophoretic patterns of C3 converted by cytosol fraction of Lactobacillus brevis
FSB-1.
Normal human serum was incubated without (A) or with the samples in GVB++ (B), Mg++-EGTA-GVB-- (C) and EDTA-GVB--
(D) at 37 for 30 min. The sera were then subjected to immunoelectrophoresis using anti-human C3 antibody to locate C3 cleavage℃
products. The anode is to the left.



- 130 -

아 보체계 활성화능의 실험. in vivo

1) L. brevis 의 세포성분의FSB-1 in vivo 투여가 체내 활성화에complement
미치는 영향

L. brevis 를 배양하여 균체를 파쇄한 후 상등액을 동결건조한 활성시료는FSB-1 ,
생리식염수에 용해시킨 후 각각 과 씩 각각 복강내에, 50 mg/kg 25 mg/kg, 0 mg/kg
주사하고 시료 투여 후 각각 시간 째에 채혈하여 혈청을 대상으로 총보, 2, 4, 8, 12, 24
체 용혈(50% total complement hemolysis, TCH50, 을 측정하였다 에 나%) . Fig. 4-11
타난 바와 같이 고농도 투여군에서는 무투여 대조군에 비하여 보체가의(50 mg/kg)
급격한 감소가 관찰되었다 보체가는 초기 급격한 감소을 보이다가 투여 시간 이후. . 4
를 경계로 회복되는 양상을 보여주었다 대조군의 경우는 절대값으로 비교할 때 보.
체가의 감소가 있는 것으로 인정 되었지만 이는 오차 범위내로 판단되었다 한편 저.
농도 투여군에서도 비슷한 양상을 보였으며 초기 급격한 감소를 보이다가(25 mg/kg) ,
회복되는 특성은 고농도 투여군과 유사하였다 이러한 결과는 보체의 활성화에 의한.
것으로 이들 L. brevis 유래 활성성분이 체내 보체계를 직접 활성화 할 수 있FSB-1
음을 시사하는 것이다 특히 보체계가 활성화 되면 면역계 전반의 활성화도 유도한.
다고 보고되어 있으므로 상기 결과는 큰 의미가 있다고 사료된다.

형광세포의 유도에 미치는2) Complement C3-positive L. brevis 의 세포FSB-1
성분의 효과

L. brevis 의 세포성분의 복강 내 투여가 형관세포의 유도에 미FSB-1 C3-positive
치는 영향을 검토하기 위하여 주령의 에 을 복강에 이식하5 ICR mouse Sarcoma-180
고 시료를 및 씩 일 회 일간 투여하여 복강 내, 20 mg/ml 10 mg/mL 1 1 3 ,

중 형광세포의 변화를 측정하였다 에 제시된 바macrophage C3-positive . Table 4-3
와 같이 시료 최초 투여 일 후 회수된 중 의 분해산물5 , macrophage complement C3
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Figure 4-11. Effect of by cytosol fraction of Lactobacillus brevis FSB-1 on
complement in vivo.
Sample or saline was injected i.p. into guinea pigs and blood for complement
assay was drawn from orbital sinus. Each value represents the mean of three
animals.

이 결합되어 있어 한 형광성 세포는 무투여 대조군이 인데 반하여C3-positive 7.8% 10
투여군에서는 투여군에서는 를 나타냄으로써 급격한 증가mg/kg 32.6%, 20 mg 48.9%

를 보였으며 이들은 유의적인 차이 를 나타냈다 이러한 결과는(p<0.05) . L. brevis
유래 활성성분이 를 활성화하여 생성된 부산물 에 의해FSB-1 complement (C3b)
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를 활성화할 수 있으며 특히 활성화된 에 의해 항암활성까지macrophage , macrophage
도 기대할 수 있음을 시사하는 내용으로 흥미로운 결과라 하겠다.

복강 내 의 세포표면에는 의 분해산물과 특이적Mouse macrophage complement C3
으로 반응하는 가 존재하고 이들의 결합이 이루어질 경우 는C3b receptor , macrophage
표적세포의 인식이 가능해 진다고 알려져 있다 따라서 의 활성화 산물인 는. C3 C3b

를 경유하여 면역응답에 중요한 역할을 할 수 있다고 보고되어 있다C3b receptor .
의 복강내 투여는 의 활성화를 유도하여 그 결과 형광 세포의 증GS-1 C3 C3-positive

가를 유도한 것으로 판단된다 한편 버섯유래의 다양한 항암 활성다당 들이. ( -glucan)β
경우 탐식능의 증가와 함께 에 분해산물이 결합한다는 기존의 보고로, macrophage C3
미루어 아마도 L. brevis 유래 활성성분이 숙주 방어기능을 증강시켜 종양에도FSB-1
유효한 저해효과를 가질 가능성이 높다고 판단된다 이들에 관한 실험은 지속적인 연.
구가 이루어져야 한다고 판단된다.

Table 4-3. Effect of cytosol fraction of Lactobacillus brevis FSB-1 on the
third component of complement (C3)-positive fluoresent cells in mice

Experimental group Pecentage of C3-positive fluorescent cell
(%)

Control 7.8±3.4
Sample 10 mg/kg 32.6±7.8a

20 mg/kg 48.9±13.5a

ICR Female mice were injected i.p. with GS-1 for 3 days. After 3days, peritoneal
macrophages were obtained from the mice. The percentageof C3-positive
fluorescent cells were calculated among 200 cells. Each value represent mean±SD.
aP<0.05, significantly different from control group.
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L. brevis는 현재 로서 잠재성이probiotics 제시되고 있는 균주로서 본 실험에서는,
장관면역 활성 마크로파지 활성화 및 활성화능 등 다양한 면역, splenocyte mitogen
활성이 관찰되었고 특히, in vitro와 in vivo에서 강력한 보체 활성화능이 관찰되었다.
따라서 향후 식품의 첨가제 및 로의 이용probiotics 가능성이 더욱 높은 것으로 여겨

진다.
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제 항2 Lactobacillus brevis 과FSB-1 Lactobacillus plantarum
의 생산능 및 면역 활성과 시작품 제작exopolysaccharide (EPS)

서 설1.

다양한 다당류 들은 식물 조류 세균들에 의해서 생산되며 이들 중(polysaccharides) , , ,
식물기원 다당류는 가 있고 조류기원 다당류는cellulose, pectin, starch , agar,

가 있으며 세균기원 다당류는carrageenan, alginate , dextran, gellan, pullunan,
이 있다고 보고되고 있다 최근xanthan (Sutherland, 1998). lactic acid bacteria (LAB)

는 발효식품들의 관능특성에 영향을 줄 수 있는 등과 같aromas, flavours, enzymes
은 물질들을 생산하는 것뿐만 아니라 몇몇 는 발효식품들의 물성 조, LAB (rheology),
직감(texture), viscofying, sweetening, stability, water-binding agents, gelling,

등에 영향을 줄 수 있는 를 생산하는thickening properties exopolysaccharides (EPS)
것으로 보고되고 있다 등 등 등(Arskold , 2007; Harding , 2005; Macedo , 2002;

등 등 이러한 는 구조와 합성기작에 따라Martensson , 2003; Desai , 2006). EPS
와 의 두 그룹으로 분류된다heteropolysaccharides homopolysaccharides .
는 으로 구성되며 여러 종류의Heteropolysaccharides multiple sugar type

들에 의해서 합성되어지는 반면 는glycosyltransferase enzyme , homopolysaccharides
일반적으로 에 의해 단독의 기질인 로부터 합성되어진다 이러sucrase enzyme sucrose .
한 들은 또는sucrase type enzyme glucose residues (glucan) fructose residues

으로 구성된 다당류를 합성하며 등 식품 또는 의약품산업의(fructan) (Arskold , 2007),
첨가물로써 다양하게 응용되어왔다 등 등(Arskold , 2007; Harding , 2005; Martensson,

등2003; Desai , 2006).
또한 는 산업적인 유용성측면의 물리적인 특성뿐만 아니라 인체에 유효한 생리EPS
적 특성인 면역증진 항궤양 활성 혈 중(immunity stimulation), (anti-ulcer activity),
콜레스테롤 감소 등의 유용한 효과를 나타낸다고 보고되어 왔(cholesterol reduction)
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으며 로 인식되어 왔다 등, GRAS (Generally Recognized as Safe) (Desai , 2006;
등 따라서 의 생산성을 높이는 균주 개발 등 과Martensson , 2003). EPS (Desai , 2006)

발효조건의 최적화작업이 요구된다고 보고되고 있다 등 를 식(Arskold , 2007). EPS
품산업에 응용하기 위해서는 가 적어도 이 되어야 한cellular productivity 10 15 g/L～
다고 보고되고 있으며 발효조건의 최적화에 영향을 줄 수 있는 인자들로는 탄소원, ,
질소원 무기질 비타민 등의 배지조성 온도 등이 있다고 보고되고 있다, , , , pH (Arskold
등 등, 2007; Macedo , 2002).

등은Martensson Lactobacillus brevis 을 이용하여 의 생산능을 측정한G-77 EPS
결과 와 을 가진 를 생산한다고 보고한 바 있다 그러나 의 생산-glucan EPS . EPSα β
에 영향을 줄 수 있는 인자들에 대한 연구는 진행되지 않았다.

등 은Desai (2006) Lactobacillus plantarum을 이용하여 의 생산능을 보고한 바EPS
있으며 등 은 김치로부터 분리한, Kim (2002) Lactobacillus plantarum이 면역활성 중

항보체활성이 매우 우수하였다고 보고한 바 있다.
따라서 본 연구에서는 의 생산성이 높은 균주개발을 위해 제 절 항에서 분리EPS 2 1
된 Lactobacillus brevis 과FSB-1 Lactobacillus plantarum의 생산능을 측정하였EPS
다 또한 본 균주들을 이용하여 의 생산최적화를 위해 탈지분유를 이용한 배지의. EPS
농도 배양온도 배양시간 등과 생산성과의 관계를 규명하였으며 생산의 최, , EPS EPS
적조건을 활용하여 검은콩 보리 수수 흑미 찹쌀현미 등과 같은 다양한 곡류들을 배, , , ,
지에 대한 생산능을 검토하고 생산된 의 항보체활성 와EPS , EPS , mitogenic activity

와 같은 면역활성능을 검토하였다cytokine activity .

재료 및 방법2.

가 생산을 위한 최적조건 확립. Exopolysaccharide(EPS)

사용균주 및 배지1)
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본 실험에 사용된 Lactobacillus brevis 은 경기대학교 대학원 식품미생물학FSB-1
실험실에서 김치로부터 분리 및 동정하여 보관 중인 균주로서 본 연구 제 절에서, 1
대장내 점착능이 가장 우수한 균주로 선별되었으며 제 절 항에서 각종 면역활성이, 2 1
우수한 것으로 확인된바 있다 본 균주는 생산능 및 생산된. exopolysaccharide (EPS)
의 면역활성 측정에 사용되었다 또한 대조균주로는 역시 본 연구 제 절에서EPS . 1

높은 면역 활성이 인정된 Lactobacillus plantarum을 사용하였다.
의 최적 생산 조건 확립을 위해 사용된 배지는 탈지분유Exopolysaccharide (EPS)

(Difco, St. Louis, USA 였다) .

의 생산을 위한 최적조건 분석2) EPS

가 탈지분유의 농도가 의 생산에 미치는 영향) EPS
탈지분유 과 을 삼각플라스크에 넣은 후 증류수 를 가해5, 10 15 g 250 mL 100 mL
녹인 다음 에서 분간 멸균하여 배지로 사용하였다 탈지분유 액체배지, 121 15 . 100℃
에 활성화시킨mL L. brevis 과FSB-1 L. plantarum을 가 되도록 각각 접종한 후1% ,

에서 으로 진탕하면서 에서shaking incubator(DX9, Han Young, Korea) 100 rpm 37℃
시간 동안 배양하였다 이 후 각각의 탈지분유 농도에 따른24 . L. brevis 과FSB-1 L.

plantarum의 각 균주 배양액에 대하여 생균수와 의 생산량을 각각 측정하였pH, EPS
다.

나 배양온도가 의 생산에 미치는 영향) EPS
가 의 조건에서 실험한 결과로부터 즉 탈지분유의 농도에 따른) , L. brevis 과FSB-1
L. plantarum의 배양 후 최대의 생산량을 보이는 탈지분유의 농도를 각각 선택EPS
하였다 선택된 최적의 탈지분유의 농도를 가진 액체배지를 과 동일한 방법으로 제. (1)
조한 후, L. brevis 과FSB-1 L. plantarum를 배지 에 대하여 각각 가 되도100 mL 1%
록 접종하였다 배양 온도가 의 생산에 미치는 영향을 측정하기 위하여 배양온도. EPS
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의 조건을 와 로 각각 다르게 하고 에서 으로 진30, 35 40 , shaking incubator 100 rpm℃
탕하면서 시간 동안 배양한 후 각 온도별 배양액에 대한 생균수와 의 생24 , pH, EPS
산량을 측정하였다.

다 배양시간이 의 생산에 미치는 영향) EPS
나 의 결과로부터 즉 최적의 생산량을 보이는) , EPS L. brevis FSB-1과 L.
plantarum의 배양온도를 각각 선택하였다 의 결과에서는 탈지분유의 최적의 농도. 1)
를 의 결과에서는 최적의 배양온도를 각각 선택한 다음 최적의 탈지분유 농도와 배, 2)
양온도에서 L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양시간을 달리하였다 즉. , L. brevis

의 배양시간은 과 시간이었으며FSB-1 0, 12, 24, 30, 36, 40 48 , L. plantarum의 배양시
간은 과 시간이었다 각 균주의 배양시간에 따른 배양액의 생균수0, 12, 24, 36 48 . pH,
와 생산량을 각각 측정하였다EPS .

라 배양액의 와 생균수) pH
배양액의 는 를 이용하여 측정하였으며 생pH pH meter (950, orion Co., Ltd., USA) ,
균수는 각각의 조건에서 배양된 배양액을 생리식염수를 이용하여 을 실serial dilution
시한 후 멸균된 에 를 분주하여 로 에서 시, MRS agar 1 mL spreading method 37 48℃
간 동안 배양 후 각각 계수하였다.

마 의 분리) EPS
의 분리는 등 의 방법에 기초하여 분리하였다 즉 배양액EPS Levander (2002) . 100

의 에 해당하는 를 첨가하여 충분히 혼합한 다음mL 10% tircholoroacetic acid 4 ,℃
에서 분 동안 원심분리하여 상등액을 회수하였다 회수된 상등액 양의5,000 rpm 30 . 4

배에 해당하는 알코올을 서서히 부은 후 에서 하룻밤 동안 방치하여 침전물95% 4℃
을 형성시켰다 형성된 를 에서 분 동안 원심분리하여 침(EPS) . EPS 4 , 5,000 rpm 30℃

전물을 회수한 다음 증류수 에 녹여서 수용액을 제조한 후 에서 냉장100 mL EPS 4℃
보관하면서 이 후의 분석을 실시하였다.
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바 의 정량) EPS
의 함량은 고형분 및 총당함량으로 측정하였다 고형분함량은 법EPS . A.O.A.C.
에 준하여 즉 수용액을 에서 하룻밤 동안 건조시킨 후 항량의 무게(1976) , EPS 105℃

를 측정하여 구하였다 총당함량은 법으로 측정하였다 등. phenol-sulfuric acid (DuBois ,
1956).

나 곡물을 배지로 활용한. Lactobacillus brevis 의 생산능FSB-1 EPS

사용균주 및 배지1)
곡물을 배지로 활용한 의 생산능 검토를 위해 사용된 균주는EPS Lactobacillus brevis

이었다 곡물배지제조를 위해 사용된 곡물의 종류는 검은콩 보리 검은쌀 옥수FSB-1 . , , ,
수 대두 수수 율무 찹쌀현미가 사용되었다, , , , .

배양액의 제조2)
각각의 곡류분말 을 삼각플라스크에 넣은 후 증류수 를 가해 녹5 g 250 mL 100 mL
인 다음 에서 분간 멸균하여, 121 15℃ 의 생산을 위한 배지로 사용하였다 곡류배지EPS .

에 활성화시킨100 mL L. brevis 을 가 되도록 각각 접종한 후FSB-1 1% , shaking
에서 으로 진탕하면서 에서 시간incubator(DX9, Han Young, Korea) 100 rpm 40 30℃

동안 배양하였다.
곡류분말 배합비에 따른 배지의 제조는 총량 을 로 하여 나누어서 비율별로5g 100%
첨가한 후 이후의 절차는 위와 동일한 방법으로 배지를 제조하였다.
곡류분말 배합비에 와 의 처리에 따른 생산수율에 미치는 영향glucose amylase EPS
은 의 경우 배양액 에 에 해당하는 양을 첨가하였으며 당glucose 100mL 0.5% , amylase(
화효소 는 배양액 에 를 첨가한 후 에서 하룻밤동안 처리한 후 효소의) 100mL 0.5% 70℃
불활성화를 위해 멸균한 다음 배지로 사용하였다.
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배양액의 와 생균수3) pH
배양액의 는 를 이용하여 측정하였으며 생pH pH meter (950, orion Co., Ltd., USA) ,
균수는 각각의 조건에서 배양된 배양액을 생리식염수를 이용하여 을 실serial dilution
시한 후 멸균된 에 를 분주하여 로 에서 시, MRS agar 1 mL spreading method 37 48℃
간 동안 배양 후 각각 계수하였다.

곡류배양액으로부터 의 분리4) EPS
의 분리는 등 의 방법에 기초하여 분리하였다 전분의 제거를 위EPS Levander (2002) .

해 배양액 의 에 해당하는 를 첨가하여 충분히 혼합한 다음100 mL 0.5% amylase 70℃
에서 하룻밤 동안 처리하였다 에서 분 동안 원심분리하여 상등액을 회. 12,000 rpm 20
수하였다 회수된 상등액 양의 배에 해당하는 알코올을 서서히 부은 후 에. 4 95% 4℃
서 하룻밤 동안 방치하여 침전물 을 형성시켰다 형성된 를(EPS) . EPS 4 , 5,000 rpm℃
에서 분 동안 원심분리하여 침전물을 회수한 다음 증류수 에 녹여서30 100 mL EPS
수용액을 제조한 후 에서 냉장보관하면서 이 후의 분석을 실시하였다4 .℃

의 정량5) EPS
의 함량은 고형분 및 총당함량으로 측정하였다 고형분함량은 법EPS . A.O.A.C.
에 준하여 즉 수용액을 에서 하룻밤 동안 건조시킨 후 항량의 무게(1976) , EPS 105℃

를 측정하여 구하였다 총당함량은 법으로 측정하였다 등. phenol-sulfuric acid (DuBois ,
1956).

다 의 항보체 활성. EPS

정상 혈청 의 조제1) (Normal human serum, NHS)
실험실의 건강한 성인을 대상으로 채혈하여 실온에서 분씩 방치한 다음 혈액을30
응고시킨 후 에서 분간 원심분리하여 혈청을 분리하였다 분리한 혈4 , 3,000 rpm 20 .℃
청을 씩 나누어 냉동고에서 보관하면서 실험에 사용하였다1 mL -70 .℃
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보체계 활성화능 측정2)
보체계 활성화능은 항보체 활성으로 측정되었다. 항보체 활성은 법Mayer ( 과Kabat
Mayer, 1971 에 근거하여) 시료에 의해 보체를 활성화한 후 잔존하는 보체에 의한 적,
혈구 용혈활성에 근거를 둔 를 이용하여 측정되었다 즉 정complement fixation test . ,
상인의 혈청과 500 M Caμ ++, 2 mM Mg++이 함유된 gelatin veronal buffered
saline(GVB++ 주 일본동결건조연구소 및 시료를 각각 씩 혼합buffer, pH 7.4, ( ) ) 50 Lμ
하여 에서 분간 차 반응시킨 후 이 반응액에37 30 1 , GVB℃ ++

를 씩 첨가buffer 350 Lμ
하고 이를 배까지 연속하여 희석하였다 여기에10 160 . GVB～ ++ 와 양혈buffer 750 Lμ

과 으로 제조된 양의(Komed, Co., Ltd., Korea) hemolysin(Sigma Chemical Co., USA)
감작적혈구(IgM-sensitized sheep erythrocyte, EA Cell, 1×108 를 각각cells/mL) 250
씩 가하여 에서 시간 동안 반응시키고 의L 37 1 4 phosphate buffered saline(PBS)μ ℃ ℃

를 가하여 반응을 정지시켰다 각 반응액을 에서 분간 원심분2.5 mL . 4 , 2500 rpm 10℃
리하여 상등액을 얻은 다음 를 이용하여, Microtiter Reader(Molecular Devices, USA)

에서 흡광도를 측정하였다 항보체 활성은 총보체용혈에 대한 저지율412 nm . 50%
(ITCH50 로 나타내었다, inhibition of 50% total complement hemolysis) .

라 활성. Mitogen
웅성 주령 를 치사시킨 후 비장을 적출하여 배지가ICR mouse( , 6 ) RPMI 1640-FBS

들어 있는 에 담근 후 주사기의 고무마개와 화염멸균한 및petri dish , 100 200 mesh
금속망을 이용하여 마쇄 및 여과를 실시하여 비장세포액을 얻었다 이 세포액을 저장.
액 용혈법 용액 로 약 초간 처리 을 이용하여 적혈구를 제거한 다(0.2% NaCl , 3 mL 20 )
음 배지로 회 세척한 후 세포수가, RPMI 1640-FBS 2 3 , 5.0×10～ 6

가 되도록cells/mL
조절하였다 이 세포액을 에 씩 분주하고 각 시료를 씩 첨. microtiter plate 90 L 10 Lμ μ
가하여 37 , CO℃ 2 에서 일 동안 배양하였다 비장 림프구의 증식정도는incubator 3 .
MT 법T ( 등Zheng , 2002 을) 이용하여 측정되었다 즉 각 의 세포배양액에 발색시. , well
약 용액 를 첨가MTT (Methylthiazoletetrazolium, Sigma Chemical Co., USA) 50 Lμ
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하여 CO2 에서 시간 동안 배양하였다 형성된 침전을 회수incubator 5 . MTT-formazan
한 후 시약 급 를 이용하여 재차 용해시킨 다음, 0.04 N HCl/isopropanol( 1 ) 100 L ,μ

를 이용하여 에서 흡광도를 측정Microtiter Reader(Molecular Devices, USA) 570 nm
하였다.

Absorbance sample

Relative mitogenic activity = × 100
Absorbance negative control

마 활성. Cytokine
측정은 법Cytokine sandwich ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay) 을 이용

하였다 분석 하루 전. , anti-cytokine mAb(anti-mouse cytokine monoclonal- 를antibody)
에 섞어coating buffer(0.1 M Carbonate, pH 9.5) 96 well ELISA plate(NuncTM

에 씩 분주하고 에서 하루밤 반응시켜 표면에 부착시켰immuno plate) 100 4 well㎕ ℃
다 다음 날 를 로 회 세척 후. plate PBST(PBS with 0.05% Tween 20) 3 , assay

를 씩 분주하고 실온에서 시간 방치하여 항체가diluent(PBS with 10% FBS) 200 1㎕
붙지 않은 표면을 하였다 이후 로 각 을 회 세척하고 표준물well blocking . PBST well 3
질인 를 연속 희석한 용액 또는 일 간 배양한recombinant mouse cytokine 5 Peyer's

반응 상등액인 시료를 씩 분주하고 를 분주하여 실온patch 50 assay diluent 50㎕ ㎕
에서 분 동안 배양시켰다 반응 상등액을 제거하고 를 씩 분주90 . assay diluent 50 ㎕
하여 표면을 분 동안 시킨 후 로 회 세척하였다 이렇게 처리well 30 blocking , PBST 5 .
된 에 와 의plate biotinylated anti-cytokine mAb avidin-horseradish peroxidase

를 에 희석하여 분주하고 시간 동안 반응시켰다 이후 각conjugate assay diluent 1 . well
에 존재하는 상등액을 제거하고 로 회 세척한 후PBST 7 TMB substrate (3, 3`,5, 5`

와 첨가하여 분 배양하였으tetramethylbenzidine hydrogen peroxide, Pharmingen) 30
며, 50 2 N㎕ H2SO4를 첨가하여 반응을 중지하고 에서405 nm microplate

를 이용하여 흡광도를 측정하였다reader(Molecular Devices, USA) .
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Absorbance sample

`Relative cytokine activity = × 100
Absorbance negative control

바 통계 처리.
실험결과는 SPSS version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois 을 이용하여 분, USA)
석하였고 로 유의수준Duncan's multiple range test p< 로 유의성을 검증하였다0.05 .

결과 및 고찰3.

가 의 생산을 위한 최적조건 분석. EPS

탈지분유의 농도가 의 생산에 미치는 영향1) EPS

탈지분유의 농도에 따른 L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양액 와 생균수의pH
결과는 과 같다Table 5-1 . L. brevis 은 탈지분유의 농도가 증가함에 따라FSB-1 pH
가 감소한 반면, L. plantarum은 탈지분유의 농도가 증가함에 따라 도 함께 증가하pH
였다. L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양액의 생균수는 탈지분유의 농도와 관계
없이 비슷한 수준의 값을 보였다.

에서 배양된MRS broth L. brevis 과FSB-1 L. plantarum에 대한 각각의 배양액

는 탈지분유의 모든 배양액 보다 훨씬 낮은 값인 과 의 값pH (5, 10, 15%) pH 4.91 4.08
을 각각 보였다 또한 생균수도 전 농도의 탈지분유 배양액보다 높은 값인. 1.1×109와
6.9×109 를 각각 보였다cfu/mL .
탈지분유의 농도에 따른 L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양액 중 수용EPS
액의 고형분함량 과 총당함량 은 탈지분유의 농도가 증가함에 따라 함께(%) (mg/mL)
증가하는 경향을 보였으며 에서 생육한(Table 5-2), MRS broth L. brevis 과FSB-1 L.
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plantarum의 수용액의 고형분함량 과 총당함량 은 의 탈지분유의EPS (%) (mg/mL) 15%
수용액보다는 작고 의 탈지분유보다는 높은 함량을 보였다 또한EPS 10% . L. brevis
의 탈지분유 배양액의 수용액의 고형분함량 과 총당함량FSB-1 15% EPS (%) (mg/mL)

은 L. plantarum의 탈지분유 배양액의 수용액보다 높은 수준의 값을 보였15% EPS
으며, 이 결과는 p 수준에서 유의적인 차이<0.05 를 보였다 위의 각 균주에 따른 와. pH
생균수의 결과들로 미루어 볼 때, L. brevis 과FSB-1 L. plantarum이 에MRS broth
서의 생육이 탈지분유에서의 생육속도보다 활발하게 진행된다는 것을 확인 할 수cell
있다 그러나 대사산물로써 생산되는 의 함량 고형분과 총당함량 은 에. EPS ( ) MRS broth
서 생육한 L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양액보다 탈지분유의 배양액에15%
서 훨씬 높은 수준의 값들을 보였다 따라서 의 성장과 의 생산과의 관계는. cell EPS
반드시 비례하지는 않는다는 사실을 확인할 수 있었으며 최적의 생산을 위한, EPS
탈지분유의 농도는 였다15% .

Table 5-1. pH and viable cell count (cfu/mL) from cultures of Lactobacillus
brevis FSB-1 and Lactobacillus plantarum according to skim milk
concentration, respectively

Strain Lactobacillus brevis FSB-1 Lactobacillus plantarum
Medium pH Viable cell count

(cfu/mL) pH Viable cell count
(cfu/mL)

MRS broth 4.91 1.1×109 4.08 6.9×109

5% skim milk 6.42 1.4×107 4.27 1.7×109
10% skim milk 6.28 2.0×107 4.79 1.9×109
15% skim milk 6.09 1.7×107 5.07 1.8×109

L. brevis FSB-1 and L. plantarum were fermented at 37 for 24 hr with shaking at 100rpm.℃
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Table 5-2. Dry weight (%) and total EPS (Total sugar) content (mg/mL)
from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1 and Lactobacillus plantarum
according to skim milk concentration, respectively

Strains Lactobacillus brevis FSB-1 Lactobacillus plantarum
Medium Dry weight

(%)*
EPS (Total sugar)

(mg/mL)*
Dry weight
(%)*

EPS (Total sugar)
(mg/mL)*

MRS 0.068±0.001b 0.517±0.101a 0.054±0.002c 0.363±0.054b

5% skim milk 0.007±0.001a 0.102±0.009a 0.017±0.004a 0.112±0.017a
10% skim milk 0.040±0.007a 0.367±0.043a 0.031±0.001b 0.289±0.020b
15% skim milk 0.338±0.000c 5.548±0.726b 0.065±0.003d 0.604±0.109c

L. brevis FSB-1 and L. plantarum were fermented at 37 for 24 hr with shaking at 100rpm.℃
* Significantly differ at p<0.05 ; means with the same letter are not significantly different.

배양온도가 의 생산에 미치는 영향2) EPS

의 생산량이 가장 우수했던 탈지분유 농도에서EPS 15% L. brevis 과FSB-1 L.
plantarum를 각 배양 온도별 로 배양한 배양액의 와 생균수를 측정한(30, 35, 40 ) pH℃
결과(Table 5-3), L. brevis 은 배양 온도에 따른 와 생균수의 차이가 거의FSB-1 pH
없었다 반면. L. plantarum은 각 배양 온도에 따른 의 변화는 에서 가장 높은pH 30℃
값인 을 에서 가장 낮은 의 값을 보였다 그러나 각 배양온도에 따라 생5.10 , 35 4.67 .℃
균수는 큰 차이를 보이지 않았다 배양온도에 따른. L. brevis 과FSB-1 L. plantarum
각각의 수용액에 대한 고형분과 총당함량은EPS L. brevis 의 경우 배양온도FSB-1 ,
가 증가함에 따라 고형분과 총당함량이 함께 증가하는 결과를 보였으나(p<0.05), L.
plantarum의 수용액은 고형분과 총당함량이 에서 가장 낮은 값을 에서EPS 35 , 30℃ ℃
가장 높은 값을 보였다(p 즉<0.05). , L. brevis 의 경우와 마찬가지로 고형분함FSB-1
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량이 높은 것이 총당함량도 함께 높은 값을 보였다 따라서 의 최대(Table 5-4). EPS
생산량을 보이는 L. brevis 의 최적 배양온도는 를FSB-1 40 ,℃ L. plantarum의 최적

배양온도는 를 선택한 후 이후의 실험을 실시하였다30 .℃

Table 5-3. pH and viable cell count (cfu/mL) from cultures of Lactobacillus
brevis FSB-1 and Lactobacillus plantarum according to fermentation
temperature, respectively

Strains Lactobacillus brevis FSB-1 Lactobacillus plantarum
Temperature pH Viable cell count

(cfu/mL) pH Viable cell count
(cfu/mL)

30℃ 5.80 2.4×108 5.10 2.0×109

35℃ 5.85 1.9×108 4.67 2.6×109

40℃ 5.84 1.9×108 4.75 1.7×109

L. brevis FSB-1 and L. plantarum were fermented at 37 for 24 hr with shaking at 100rpm using℃
15% skim milk.
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Table 5-4. Dry weight (%) and total EPS (Total sugar) content (mg/mL)
from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1 and Lactobacillus plantarum
according to fermentation temperature, respectively

Strains Lactobacillus brevis FSB-1 Lactobacillus plantarum
Temperature Dry weight

(%)*
EPS (Total sugar)

(mg/mL)*
Dry weight
(%)*

EPS (Total sugar)
(mg/mL)*

30℃ 1.439±0.018a 30.148±0.787a 1.176±0.025c 31.195±3.311c

35℃ 1.601±0.031b 38.100±1.874b 0.123±0.006a 2.091±0.064a

40℃ 1.855±0.039c 43.719±1.402c 0.800±0.014b 19.591±1.433b

L. brevis FSB-1 and L. plantarum were fermented at 37 for 24 hr with shaking at 100rpm using℃
15% skim milk.
* Significantly differ at p<0.05 ; means with the same letter are not significantly different.

배양시간이 의 생산에 미치는 영향3) EPS

배양시간에 따른 L. brevis 과FSB-1 L. plantarum의 배양액의 와 생균수pH
에 대한 결과는 와 같다 배양시간이 증가함에 따라(cfu/mL) Table 5-5 . L. brevis
과FSB-1 L. plantarum의 배양액의 는 감소하는 경향을 보인 반면 생균수pH ,
는 배양시간이 증가함과 따라 함께 증가하는 경향을 보였다 배양시간에 따(cfu/mL) .

른 L. brevis 의 배양액 중 수용액의 고형분함량은 시간에서 시간까지FSB-1 EPS 0 12
는 감소하다가 이 후 시간까지 지속적으로 증가하는 경향을 보이가가 다시 감소하30
는 경향을 보였다 배양시간에 따른(Fig. 5-1). L. brevis 의 배양액으로부터의FSB-1

수용액 중 총당함량도 배양시간에 따른 고형분함량의 경향과 같은 경향을 보였EPS
다 반면 배양시간에 따른(Fig. 5-3). L. plantarum의 배양액 중 수용액의 고형EPS
분함량과 총당함량은 시간에서부터 시간까지 지속적으로 감소하는 경향을 보였다0 48
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과 이 결과들로 미루어 볼 때(Figs. 5-2 5-4). , L. brevis 의 경우 초기 시간의FSB-1 , 0
배양액 중에서 측정된 고형분과 총당함량은 탈지분유 속에 포함되어 있는 고형15%
분과 당이 측정된 것으로써 배양시간 시간까지는12 L. brevis 의 생육을 위해FSB-1
이용하여 감소하는 경향을 나타내었던 것으로 추측되며 이 후 시간까지는, 30 L.
brevis 의 생육과 더불어 대사산물로써 를 꾸준히 생산함으로써 증가추세FSB-1 EPS
를 보이다가 다시 감소하는 경향을 보인 것으로 판단되었다 반면. , L. plantarum은 0
시간에서 가장 높은 수준의 고형분과 함량을 보였다가 배양시간이 지남에 따라EPS
지속적인 감소경향을 보인 것으로 보아 대사산물로써 를 생산하지 않는 것으로EPS
판단되었다.

Table 5-5. pH and viable cell count (cfu/mL) from cultures of Lactobacillus
brevis FSB-1 and Lactobacillus plantarum according to fermentation time,
respectively

Strains Lactobacillus brevis FSB-1 Lactobacillus plantarum
Fermentation time

(hr) pH Viable cell count
(cfu/mL) pH Viable cell count

(cfu/mL)
0 6.05 3.0×107 5.99 7.0×107
12 5.92 5.6×107 5.79 8.1×108
18 5.82 8.2×107 - -
24 5.63 2.9×108 5.04 2.6×109
30 5.85 8.0×107 - -
36 5.61 5.5×108 4.72 3.2×109
48 4.34 9.8×108 4.35 3.6×109

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 with shaking at 100rpm using 15% skim milk.℃
L. plantarum was feremtned at 30 with shaking 100rpm using 15% skim milk.℃
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Figure 5-1. Dry weight (%) from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1
according to fermentation time.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 with shaking at 100rpm using 15% skim milk.℃
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Figure 5-2. Dry weight (%) from cultures of Latobacillus plantarum
according to fermentation time.
L. plantarum was feremtned at 30 with shaking at 100rpm using 15% skim milk.℃
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Figure 5-3. EPS (exopolysaccharide) content (mg/ml) from cultures of
Lactobacillus brevis FSB-1 according to fermentation time.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 with shaking at 100rpm using 15% skim milk.℃
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Figure 5-4. EPS (exopolysaccharide) content (mg/ml) from cultures of
Lactobacillus plantarum according to fermentation time.
L. plantarum was feremtned at 30 with 100rpm using 15% skim milk.℃
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배양시간에 따른 수용액의 항보체 활성4) EPS

배양시간에 따른 수용액 각각의 항보체 측정결과 에서 시간까지의 수EPS 0 36 EPS
용액은 항보체활성의 차이를 크게 보이지 않았으나 시간이후의 수용액은 이, 48 EPS
에 비해 높은 항보체활성을 보였다(p 그러나 양성대조군인 보다는 낮은 수<0.05). PSK
준의 항보체활성을 보였다 따라서. L. brevis 은 를 배지로 활용FSB-1 15% skim milk
하여 배양할 경우 배양온도 에서 배양시간 시간이후에 항보체활성이 있는40 48 EPS℃
를 생산하는 것으로 판단되었다.

Table 5-6. Anti-complementary activity (ITCH50, %) of soluble EPS fraction
from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1 according to fermentation time
fermentation time

(hr)
Anti-complementary
activity1) (ITCH50, %)

fermentation time
(hr)

Anti-complementary
activity (ITCH50, %)

control 3.092±5.035b, 2) 24 3.843±3.953b

0 7.888±4.034b 30 3.914±3.107b

12 2.941±1.621b 36 9.930±0.367b

18 4.887±0.415b 48 29.115±2.669a

PSK3) 69.099±3.992
Fermentation condition of L. brevis FSB-1 was at 40 with shaking with 100rpm using 15% skim℃
milk, and concentrations of samples and PSK were measured at 1,000 /mL, respectively.㎍ 1)The
anti-complementary activity was expressed as the inhibition of 50% total complement hemolysis by
Mayer's method. 2)The data were expressed as mean±SD of two separate experiments. 3)

Polysaccharide-K (PSK), a known immuno-active polysaccharide from Coliolus versicolar was used as
a positive control. * Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly
different.
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나 곡물을 배지로 활용한. Lactobacillus brevis 의 생산능FSB-1 EPS

의 생산능이 우수한 곡물배지의 선정1) EPS
의 생산능이 우수한 곡물을 선별하기 위하여EPS L. brevis 을 에서FSB-1 40 30℃

시간 동안 배양한 후 배양액의 와 생균수를 측정한 결과는 과 같다pH Table 5-7 .
검은콩 보리 흑미 옥수수 대두 수수 율무와 찹쌀현미 종의 곡류분말을 배지로, , , , , , 8
활용한 결과 가장 낮은 를 보인 곡물은 대두였으며 가장 높은 를 보인 것은 찹pH , pH
쌀현미였다 반면 배양액 중의 가장 낮은 생균수를 보인 곡물은 찹쌀현미였으며 가. , ,
장 높은 생균수를 보인 곡물은 수수였다 이 결과로 미루어 볼 때. L. brevis 이FSB-1
가장 잘 생육할 수 있는 곡물은 수수나 대두인 것으로 보였으며 이에 반해 찹쌀현미

는 생육이 다른 곡물배지들에 비해 부적합한 것으로 판단되었다.
각 곡물종류에 따른 배양액들로부터 수용액을 획득한 후 고형분과 총당함량을EPS
측정한 결과는 와 과 같다 다른 곡물들과 비교해 볼 때 비교적 높은 수Figs. 5-5 5-6 .
준의 고형분 함량을 보인 곡물은 검은콩 보리와 대두였으며 높은 수준의 총당함량은, ,
보인 곡물은 검은콩 보리와 찹쌀현미였다, .
면역활성측정결과 항보체활성은 다른 곡물들에 비해 대두와 율무가 높은 항보체활

성을 보였다 특히 대두는 양성대조군인 와 거의 같은 수준의 높은 항보체 활성. , PSK
을 보였다 또한 검은콩 보리 흑미 옥수수와 수수의 항보체 활성도 비교적 높은 수. , , ,
준의 항보체활성을 보였다(Tale 5-8).

활성 측정결과 비교적 보리 대두와 수수가 높은 활성을 보였으Mitogen (Fig. 5-7) ,
며 양성대조군 과 비교해 볼 때 비교적 높은 수준의 활성을 보였다 그러나 양성, (LPS) .
대조군의 농도는 이고 각 곡물시료의 농도는 로써 농도차이를10 /mL , 1,000 /mL㎍ ㎍
감안할 때 높은 활성을 보였다고 보기에는 부족하였다.

활성측정결과 비교적 보리와 흑미가 높은 활성을 보였으나 양Cytokine (Fig. 5-8),
성대조군과 비교해 볼 때 낮은 수준의 활성을 보였다.
따라서 곡물을 배지로 활용하여 L. brevis 를 배양한 후 획득한 수용액FSB-1 EPS
중의 면역활성 측정결과 항보체활성이 우수한 것으로 판단되었다, .
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위의 결과들로부터 높은 수준의 생산량 고형분과 총당함량 과 비교적 면역활EPS ( )
성이 우수한 것으로 판단된 검은콩 보리와 찹쌀현미 종류의 곡류분말을 생산, 3 EPS
을 위한 곡물들로 선정하였다.

Table 5-7. pH and viable cell count (cfu/mL) from cultures of Lactobacillus
brevis FSB-1 according to various grain powders, respectively

Grain powders pH Viable cell conunt
(cfu/mL) Grain powders pH Viable cell count

(cfu/mL)
Black bean 4.22 7.2×108 Soybean 3.62 6.5×108

Barley 4.28 5.2×108 Millet 3.67 9.3×108
Black rice 3.87 3.0×108 Adlay 3.66 4.9×108
Corn 3.89 5.4×108 Waxy brown rice 4.49 7.2×107

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm.℃
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Figure 5-5. Dry weight (%) of soluble EPS fraction from cultures by L.
brevis FSB-1 according to various grain powders.
* Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-6. EPS (exopolysaccharide) content (mg/mL) of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to various
grain powders.
* Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Table 5-8. Anti-complementary activity (ITCH50, %)* of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to various
grain powders

Grain powders Anti-complementary
activity1) (ITCH50, %) Grain powders Anti-complementary

activity (ITCH50, %)
Black bean 34.348±0.286d, 2) Soybean 66.669±1.414a

Barley 37.546±1.557cd Millet 44.812±0.383bc
Black rice 43.662±1.396bcd Adlay 51.486±7.648b

Corn 38.786±0.835cd Waxy brown rice 24.353±7.450e

PSK3) 69.135±2.781

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of grain℃
powders and PSK were measured at 1,000 /ml.㎍ 1) The anti-complementary activity was expressed as
the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2) The data were expressed as
mean±SD of two separate experiments. 3) Polysaccharide-K (PSK), a known immuno-active
polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive control. * Significantly differ at p<0.05 :
means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-7. Relative mitogenic activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to various grain powders.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍



- 159 -

R
e
la

ti
v
e
 c

y
to

k
in

e
 a

c
ti
v
it
y
 (
%

)

0

100

200

300

400
Col 4 

black bean

barley

black bean

barley

black rice

corn

soybean

millet

adlay

waxy brown rice

Saline   LPS                 Grain powders

Figure 5-8. Relative cytokine activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to various grain powders.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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의 생산능이 우수한 곡물배지의 배합2) EPS 1:1

의 생산능이 우수한 검은콩 보리와 찹쌀현미를 선별한 후 로 배합한 배지를EPS , 1:1
대상으로 L. brevis 을 배양한 후 배양액 중의 와 생균수의 결과는FSB-1 pH Table

와 같다 의 결과와 마찬가지로 비교적 낮은 를 보인 곡물은 검은콩과 보리로5-9 . 1) pH
써 검은콩과 보리를 혼합한 배지에서도 낮은 를 보였다 반면 찹쌀현미를 첨가한pH . ,
배지에서는 이에 비해 비교적 높은 를 보였다 생균수의 결과도 검은콩과 보리를pH .
첨가한 배지에서 비교적 높은 수준의 값을 보였다.

수용액 중의 고형분함량은 검은콩 또는 보리 검은콩과 보리를 로 배합한EPS , 1:1
배지에서 높은 함량을 보였으나 총당함량은 찹쌀현미와 보리를 로 배합(Fig. 5-9), 1:1
한 배지에서 높은 함량을 보였다(Fig. 5-10).
면역활성 측정결과 항보체활성은 보리가 가장 높은 수준의 활성을 보였으며 검은,
콩과 보리와 찹쌀현미를 로 배합한 곡물의 배지에서 비교적 높은 수준의 항보체1:1
활성을 보였다(Table 5-10).

활성 측정결과 검정콩 보리와 찹쌀현미가 비교적 높은 활성을 보였다Mitogen , (Fig.
그러나 종류의 곡물을 로 배합한 곡물에서는 상대적으로 낮은 활성을 보5-11). 3 1:1

였다.
활성 측정결과 검은콩과 찹쌀현미가 비교적 높은 활성을 보였다 그러나Cytokine .

양성대조군인 에 비해 낮은 활성을 보였다LPS (Fig. 5-12).
위의 결과들로부터 생산량은 보리가 가장 높았으며 항보체활성은 보리와 찹EPS ,
쌀현미 의 시료에서 상대적으로 높았다 따라서 보리와 찹쌀현미의 비율을 여러 비1:1 .
율로 조정하여 의 생산량과 면역활성이 우수한 보다 좋은 배합비율을 얻기 위해EPS
이후의 실험을 진행하였다.
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Table 5-9. pH and viable cell count (cfu/mL) of cultures by Lactobacillus
brevis FSB-1 according to grain mixture (1:1) after grain powders selection
with predominat EPS productivity

Grain powders pH Viable cell conunt
(cfu/mL) Grain powders pH Viable cell conunt

(cfu/mL)
black bean (A) 4.19 3.6×108 A:B 4.20 2.2×108

barley (B) 4.18 2.0×108 A:C 4.30 3.3×108
waxy

brown rice (C) 4.39 1.9×108 B:C 4.28 2.0×108

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100 rpm.℃
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Figure 5-9. Dry weight (%) of soluble EPS fraction from cultures by
Lactobacillus brevis FSB-1 according to grain mixture (1:1) after grain
powders selection with predominat EPS productivity.
* Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-10. EPS (exopolysaccharide) content (mg/ml) of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to grain
mixture (1:1) after grain powder selection with predominat EPS
productivity.
* Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Table 5-10. Anti-complementary activity* (ITCH50, %) of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to grain
mixture (1:1) after grain powders selection with predominat EPS
productivity

Grain powders An t i-comp lemen t a ryactivity1) (ITCH50, %) Grain powders An t i-complementa ryactivity (ITCH50, %)
Black bean (A) 29.008±0.982ab, 2) A:B 18.717±4.800c

Barley (B) 32.971±8.401a A:C 23.901±2.021ab
Waxy

brown rice (C) 23.183±1.583ab B:C 27.422±1.966ab

PSK3) 69.135±2.781

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of grain℃
powders and PSK were measured at 1,000 /ml.㎍ 1) The anti-complementary activity was expressed as
the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2) The data were expressed as
mean±SD of two separate experiments. 3) Polysaccharide-K (PSK), a known immuno-active
polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive control. * Significantly differ at p<0.05 :
means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-11. Relavtive mitogenic activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to grain mixture (1:1)
after grain powder selection with predominat EPS productivity.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍



- 166 -

R
e
la

ti
v
e
 c

y
to

k
in

e
 a

c
ti
v
it
y
 (
%

)

0

100

200

300

400

Col 2 

Col 4 

Col 6 

Col 8 
black bean (A)

barley (B)

waxy brown rice (C)

A:B=1:1

A:C=1:1

B:C=1:1

Saline   LPS               Grain powders

Figure 5-12. Relative cytokine activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to grain mixture (1:1)
after grain powder selection with predominat EPS productivity.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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의 생산능이 우수한 보리와 찹쌀현미의 배합비율선정3) EPS
생산량이 높은 보리와 찹쌀현미의 비율을 선별하기 위하여EPS L. brevis FSB-1

를 배양한 결과 배양액의 와 생균수 결과는 과 같다 찹쌀현미의 비율pH Table 5-11 .
이 높아질수록 는 증가하는 경향을 보였으며 배합비율에 따른 생균수는 큰 차이를pH
보이지 않았다.
보리와 찹쌀현미의 배합비율에 따른 배양액 중 수용액의 고형분함량은 보리와EPS
찹쌀현미의 비율 과 이 비교적 높은 값을 보였으나 다른 비율들과도 큰 차이를1:1 4:1
보이지 않았다 수용액 중의 총당함량은 보리와 찹쌀현미의 비율이(Fig. 5-13). EPS
일 때 가장 높은 수준의 값을 보였으며 이 값은 다른 배합비율의 수용액들에1:2 EPS

대한 총당함량에 비해 유의적으로 높은 값의 차이를 보였다(p<0.05, Fig. 5-14).
면역활성 측정결과 항보체활성은 보리와 찹쌀현미의 배합비율이 과 이 비교적3:1 4:1
높은 수준의 활성을 보였다(Table 5-15).

활성 측정결과 보리와 찹쌀현미의 배합비율이 과 가 비교적 높은 활Mitogen 1:1 1:4
성을 보였으며 활성 측정결과 시료들간에 활성 값의 큰 차이를(Fig. 5-15), cytokine
보이지 않았다(Fig. 5-16).
위의 결과들로부터 면역활성간에는 큰 활성의 차이를 보이지 않았으므로 생산EPS
량이 가장 높은 결과를 보인 보리와 찹쌀현미의 배합비율 의 배지를 최종배지로1:2
선정하고 이후의 실험을 진행하였다.



- 168 -

Table 5-11. pH and viable cell count (cfu/mL) of cultures by Lactobacillus
brevis FSB-1 according to the ratio of barley and waxy brown rice
Grain powders
(barley : waxy
brown rice)

pH Viable cellcount
(cfu/mL)

Grain powders
(barley : waxy
brown rice)

pH Viable cell count
(cfu/mL)

1:1 4.17 4.5×108

2:1 4.13 3.6×108 1:2 4.29 3.6×108
3:1 4.10 4.4×108 1:3 4.29 3.3×108
4:1 4.11 3.7×108 1:4 4.35 3.7×108

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100 rpm.℃
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Figure 5-15. Dry weight (%) of soluble EPS fraction from cultures by L.
brevis FSB-1 according to the ratio of barley and waxy brown rice.
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Figure 5-16. EPS (exopolysaccharide) content (mg/mL) of soluble EPS
fraction from cultures by L. brevis FSB-1 according to the ratio of barley
and waxy brown rice.
* Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Table 5-12. Anti-complementary activity* (ITCH50, %) of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to the ratio
of barley and waxy brown rice
Grain powders
(barley : waxy
brown rice)

Anti-complementary
activity1) (ITCH50, %)

Grain powders
(barley : waxy
brown rice)

Ant i-complementary
activity (ITCH50, %)

1:1 30.026±1.376d, 2) 1:2 30.420±0.248d

2:1 39.554±0.477b 1:3 32.523±0.338c
3:1 42.232±0.102a 1:4 29.004±0.462d
4:1 41.848±1.251a PSK3) 69.135±2.781

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of grain℃
powders and PSK were measured at 1,000 /ml.㎍ 1) The anti-complementary activity was expressed as
the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2) The data were expressed as
mean±SD of two separate experiments. 3) Polysaccharide-K (PSK), a known immuno-active
polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive control. * Significantly differ at p<0.05 :
means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-17. Relative mitogenic activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by L. brevis FSB-1 according to the ratio of barley and waxy
brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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Figure 5-18. Relative cytokine activity (%) of soluble EPS fraction from
cultures by L. brevis FSB-1 according to the ratio of barley and waxy
brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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의 생산량이 가장 우수한 배양시간의 선정4) EPS

보리와 찹쌀현미의 배합비율 를 활용하여1:2 L. brevis 을 배양할 때 배양시FSB-1
간에 따른 와 생균수의 변화에 대한 결과는 과 같다 는 시간까지pH Table 5-13 . pH 6
급격하게 떨어진 다음 이 후부터 서서히 증가하기 시작하여 시간까지 증가하였으48
며 그 이후에는 큰 변화를 보이지 않았다 생균수는 시간까지 서서히 증가하는 경, . 48
향을 보이다가 그 이후부터 감소하는 경향을 보였다(Table 5-13).
배양시간에 따른 수용액 중의 고형분함량은 시간이후부터 증가하는 경향을EPS 40
보이기 시작하였으며 총당함량은 시간 이후부터 서서히 증가하기 시작(Fig. 5-19), 24
하여 시간까지 증가하였으며 그 이후에는 다시 급격하게 감소하는 경향을 보였다54
(Fig. 5-20).
면역활성 측정결과 항보체활성은 전반적으로 높은 수준의 활성을 보였다(Table

특히 배양시간 와 시간에서 가장 높은 항보체 활성을 보였다5-14). 12 18 .
활성 측정결과 전반적으로 비슷한 수준의 활성을 보였으며Mitogen (Fig. 5-21),
활성 측정결과는 양성대조군인 에 비해 전반적으로 낮은 활성을 보였다cytokine LPS

그러나 활성과 활성을 비교해 볼 때 전반적으로(Fig. 5-22). mitogen cytokine
활성이 높은 수준의 결과를 보였다mitogen .

위의 결과들로부터 생산량을 높이기 위해서는 보리와 찹쌀현미의 배합비율이EPS
이고1:2 L. brevis 을 에서 배양할 경우 배양시간은 최소 시간 이상 최대FSB-1 40 24℃
시간을 초과해서는 안 된다 또한 면역활성이 우수한 의 생산을 위해서는 배양54 . EPS

시간을 시간에서 시간으로 조절하는 것이 필요하다고 판단되었다12 18 .
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Table 5-13. pH and viable cell count (cfu/mL) of cultures by Lactobacillus
brevis FSB-1 according to fermentation time
Fermentation

time
(hr)

pH Viable cellcount
(cfu/mL)

Fermentation
time
(hr)

pH Viable cell count
(cfu/mL)

control 5.69 _ 30 4.14 4.9×108

0 4.59 3.6×107 36 4.22 4.1×108
6 3.78 2.0×108 42 4.26 4.2×108
12 3.83 4.0×108 48 4.28 4.6×108
18 3.99 3.7×108 54 4.27 3.9×108
24 4.06 3.5×108 60 4.33 2.7×108

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 with shaking at 100 rpm using the mixture (1:2) of barley and℃
waxy brown rice.
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Figure 5-19. Dry weight(%) of soluble EPS fraction from cultures by L.
brevis FSB-1 according to fermentation time using mixture (1:2) of barley
and waxy brown rice.
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Figure 5-20. EPS (exopolysaccharide) content (mg/mL) of soluble EPS
fraction from cultures by L. brevis FSB-1 according to fermentation time
using mixture (1:2) of barley and waxy brown rice.
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Table 5-14. Anti-complementary activity* (ITCH50, %) of soluble EPS
fraction from cultures by Lactobacillus brevis FSB-1 according to
fermentation time using mixture (1:2) of barley and waxy brown rice
Fermentation time

(hr)
Anti-complementary
activity1) (ITCH50, %)

Fermentation time
(hr)

Anti-complementary
activity (ITCH50, %)

control 37.642±0.441f, 2) 30 38.120±0.967f

0 42.214±2.111bcde 36 40.701±2.174cdef
6 44.797±0.679ab 42 41.592±0.309bcde
12 46.568±0.210a 48 40.159±2.782def
18 46.173±0.616a 54 39.324±0.707ef
24 43.872±1.397abc 60 42.884±1.320bcd

PSK3) 68.434±0.077
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 with shaking at 100rpm using the mixture (1:2) of barley and℃
waxy brown rice, and concentrations of grain powders and PSK were measured at 1,000 /ml.㎍ 1) The
anti-complementary activity was expressed as the inhibition of 50% total complement hemolysis by
Mayer's method. 2) The data were expressed as mean±SD of two separate experiments. 3)

Polysaccharide-K (PSK), a known immuno-active polysaccharide from Coliolus versicolar was used as
a positive control. * Significantly differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly
different.
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Figure 5-21. Relative mitogenic activity(%) of soluble EPS fraction from
cultures by L. brevis FSB-1 according to fermentation time using mixture
(1:2) of barley and waxy brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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Figure 5-22. Relative cytokine activity(%) of soluble EPS fraction from
cultures by L. brevis FSB-1 according to fermentation time using mixture
(1:2) of barley and waxy brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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의 생산량을 향상시키기 위해 곡물배지 제조과정 중 와 의5) EPS glucose amylase
첨가효과

곡물배지 보리 찹쌀현미 를 활용한( : =1:2) L. brevis 의 생육과정 중 생산수FSB-1 EPS
율의 향상을 위하여 배지 제조과정 중 와 를 각각 첨가 및 처리한 후glucose amylase
L. brevis 를 첨가하여 배양한 것과FSB-1 L. brevis 를 첨가하지 않은 배지들FSB-1
에 대한 실험결과를 비교하였다 그 결과. L. brevis 배양액의 는 곡물만 배FSB-1 pH
지로 사용한 것에 비해 곡물배지에 또는 를 처리했을 때 훨씬 낮은glucose amylase
값을 보였다 또한 배양액으로부터 분리한 수용액 중의 고형분과 총(Table 5-14). EPS
당함량은 나 의 첨가 없이 곡물배지만을glucose amylase L. brevis 으로 배양했FSB-1
을 때가 가장 높은 수준의 값을 보였다 이 결과로부터 곡물배지 중에(Table 5-15).
첨가된 나 처리에 의해 생성된 당은 의 생산을 위해 사용하기 보glucose amylase EPS
다는 생육을 위해 주로 사용했다고 판단되었다.
그러나 면역활성 측정결과 항보체활성은 보리와 찹쌀현미의 배지를 로1:2 amylase
처리한 후 L. brevis 을 배양한 시료에서 월등하게 높은 항보체활성을 보였다FSB-1

를 첨가한 후(Table 5-16). Glucose L. brevis 을 배양한 시료와 비교해 볼 때FSB-1
L. brevis 는 보다는 첨가된 의 효소작용에 의해서 생성된 보리FSB-1 glucose amylase
와 찹쌀현미의 구성당들을 이용함으로써 보다 많은 항보체 활성물질을 생성하는 것으

로 판단되었다.
반면 활성과 활성 측정결과 전반적으로 비슷한 수준의 활성을 보, mitogen cytokine
였으며 과 특히 활성 측정결과는 양성대조군인 에(Fig. 5-23 Fig. 5-24), cytokine LPS
비해 전반적으로 낮은 활성을 보였다 그러나 활성과 의 활성을 비. mitogen cytokine
교해 볼 때 전반적으로 활성이 의 활성보다 높은 수준을 보였다mitogen cytokine .
위의 결과들을 종합해 볼 때 항보체 활성이 우수한 물질의 생산을 위해서는 보리와

찹쌀현미를 로 배합한 곡물배지에 를 처리하여1:2 amylase L. brevis 이 이용할FSB-1
수 있는 충분한 당을 생성시킬 수 있는 조건을 만든 다음 에서 시간 배양할 경40 30℃
우가 가장 높은 면역활성을 보일 수 있다고 판단되었다 더 나아가서. L. brevis
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이 생육에 주로 이용하는 당의 구조와 면역활성이 높은 대사산물인 의 생FSB-1 EPS
산을 위해 주로 이용하는 당들에 대한 종류 및 구조에 대한 보다 깊이 있는 연구가

필요하다고 판단되었다.

Table 5-15. pH, dry weight (%), and EPS (exopolysaccharides) content
(mg/mL) from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1 by glucose addition
or amylase treatment to barley and waxy brown rice

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100 rpm.℃ 1) The data were
expressed as mean±SD of two separate experiments.

Treatment condition pH Dry weight
(%)

EPS (Total sugar)content
(mg/mL)

B:C=1:2
(no fermentation) 5.81 0.198±0.0101) 7.203±0.545
B:C=1:2 =1:2
(fermentation) 4.06 0.292±0.028 10.245±0.202

B:C=1:2 + 0.5% Glucose addition
(no fermentation) 5.75 0.190±0.005 6.816±0.473

B:C=1:2 + 0.5% Glucose addition
(fermentation) 3.27 0.214±0.022 7.584±0.564

B:C=1:2 + 0.5% Amylase addition
(no fermentation) 5.32 0.204±0.019 7.673±0.228

B:C=1:2 + 0.5% Amylase addition
(fermentation) 3.16 0.106±0.007 5.030±0.263
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Table 5-16. Anti-complementary activity* (ITCH50, %) of soluble EPS
fraction from cultures of Lactobacillus brevis FSB-1 by glucose addition or
amylase treatment to barley and waxy brown rice

Treatment condition Anti-complementary activity1) (ITCH50, %)
B:C=1:2

(no fermentation) 22.815±2.626bc, 2)
B:C=1:2

(fermentation) 18.919±1.130cd
B:C=1:2 + 0.5% Glucose addition

(no fermentation) 16.948±4.725cd
B:C=1:2 + 0.5% Glucose addition

(fermentation) 16.017±2.565d
B:C=1:2 + 0.5% Amylase addition

(no fermentation) 27.468±0.378b

B:C=1:2 + 0.5% Amylase addition
(fermentation) 65.133±1.236a

PSK3) 69.099±3.992

L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and PSK were measured at 1,000 /ml.㎍ 1) The anti-complementary
activity was expressed as the inhibition of 50% total complement hemolysis by Mayer's method. 2) The
data were expressed as mean±SD of two separate experiments. 3) Polysaccharide-K (PSK), a known
immuno-active polysaccharide from Coliolus versicolar was used as a positive control. * Significantly
differ at p<0.05 : means with the same letter are not significantly different.
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Figure 5-23. Relative mitogenic activity(%) of soluble EPS fraction from
cultures of L. brevis FSB-1 by glucose addition or amylase treatment to
barley and waxy brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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Figure 5-24. Relative cytokine activity(%) of soluble EPS fraction from
cultures of L. brevis FSB-1 by glucose addition or amylase treatment to
barley and waxy brown rice.
L. brevis FSB-1 was fermented at 40 for 30 hr with shaking at 100rpm, and concentrations of℃
samples by treatment conditions and LPS were measured at 1,000 /mL and 10 /mL, respectively.㎍ ㎍
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� 우선 본 연구 제 절 항에서 면역 활성 우수 균주로 선별된 김치유래 유산균주2 1
L. plantarum 상기에 제시한 바와 같이 균체를 분쇄하여 말토 덱스트린등과 혼합,
한 유산균체 당류가공품을 조제하고 년 월 일 관할 지방기관에 식품품목2007 10 26
제조 신고를 마쳤으며 자료 참조 시제품 형태로 제작하여 참여기업인 주 새롬( 1 ), ( )
바이오에서 일부 예비 판매를 실시하였다.
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자료[ 4]
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� 장관점착능과 면역활성이 높았던 L. brevis 은 현재 균주특허를 획득하기FSB-1
위하여 균주기탁을 마쳤으며 전문 변리사를 위촉 특허출원을 진행 중에 있다.

� 특허 출원이 완료 시점을 기준으로 하여 L. brevis 균주를 이용한 다양한FSB-1
식품 형태 즉 제 절 제 항에서 연구된 결과를 바탕으로 다양한 곡류발효물과, 2 1,2
균체 추출물 생균제등을 제조하여 참여기관인 새롬바이오에서 시판할 예정이다, .
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4
다음은 연구계획서에서 제시한 연차별 연구개발 목표와 내용이다.
구분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위 달성도

차년도1
(2006)

세부과제 장내 점착성이 우:
수한 균주 개발 및 점착 특

성 규명

의- Colonic mucin-binding assay
분석조건을 확립

확립된 분석방법을 활용한 장내-
점착성 점착능 우수균주 분리 및( )
동정

분리균주의 산내산성 및 내담즙성-
평가

100%

100%

100%

협동과제 면역활성이 우수:
한 균주 분리 및 발효 유제

품 개발starter

면역활성 우수균주 분리-
분리균주의 생산능력 확인- EPS

및 생산조건 확립

100%
100%

차년도2
(2007)

세부과제 장내 점착성이 우:
수한 균주 개발 및 점착 특

성 규명

분리 균주의 점착특성 평가를 위-
한 분리lectin
분리된 을 활용한 점착특성- lectin

및 기작 평가

를 활용한 균- Polyclonal antibody
주 점차성에 대한 in vivo 실험

100%

100%

100%

협동과제 면역활성이 우수:
한 균주 분리 및 발효 유제

품 개발starter

분리균주의 면역 특성 평가-
분리균주의 면역활성에 대한 실험-

동물에 의한 in vivo 실험
에 의한 시제품 생산- Starter

100%
100%

95%
본 연구를 통해 장내점착성과 면역 활성이 공히 우수한 L. brevis 와 면역활성FSB-1
이 강한 L. plantarum 균주를 선별하고 이들의 점착특성 및 면역 특성이 와invitro ,

상에서 규명되었다 이들이 생산하는 의 생성조건과 곡물 발효에의 응용성invivo . EPS
이 검토되었다 따라서 이들은 유산음료 및 곡류발효 제품의 응용에 있어 중요하게.
사용될 수 있으리라 판단된다.
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제 장 연구개발결과와의 활용계획5

� 발효 유제품생산에 응용 유제품 발효에 사용되는 젖산균은 정장작용 등 다양한:
생리활성을 부여 하는데 있어서 가장 중요한 것이 장내 점착성이다 따라서 장내.
점착성이 우수한 균주와 더불어 면역활성이 우수한 균주를 활용함에 따라 젖산균

발효제품의 생리활성을 극대화할 수 있음.
� 프로바이틱스로 활용 발효 유제품 생산 외에 젖산균이 지니는 생리활성을 활용할:
수 젖산균제재 즉 프로바이틱스로의 활용이 가능함, .

� 기능성 식품 개발 유산균의 생리활성을 응용한 기능성 식품의 소재로 활용이 가:
능함에 따라 국민건강 증진 효과를 꾀할 수 있음.

� 유산균외의 장내 유용 미생물 분리 장내에는 유산균 이외의 다양한 세균들이 균:
형에 의해 장의 건강을 유지할 수 있다 특히 장내 세균총이 탄소원으로 이용하는.
단쇄지방산 은 장의 건강에 중요한 여할(acetic acid, propionic acid, butyric acid)
을 한다 이러한 단쇄 지방산중에 는 다른 단쇄지방산에 비해 장점막. butyric acid
의 건강을 유지하는데 매우 효과적이다 따라서 본 연구에서 개발된. colonic

를 활용한다면 생산성이 우수하고 장내 점착성mucin-binding assay butyric acid
이 뛰어난 균주의 분리가 가능함으로 정장작용을 할 수 있는 다양한 균주의 분리

가 가능할 것임.
� 면역 증진 소재로의 활용 면역활성이 우수한 유산균을 분리함에 따라 이를 대량:
배양하여 면역활성 물질만을 회수함에 따라 면역증진 소재로의 개발 및 활용이 가

능함.
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