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국문초록

본 연구의 목적은 부착능이 높은 유익균을 선발하여 선발균의

부착 특성 및 유해균 억제능을 확인하였다.

200 여 개의 유익균에서 Caco-2 세포에 부착능이 강한 세 가지

균을 quantitative real-time polymerase chain reaction 

(qRT-PCR)방법을 통해 Bifidobacterium bifidum BGN4, 

Bifidobacterium bifidum ATT, Lactobacillus sakei KOK 을

선발하였다. 선발균의 Caco-2 세포에 대한 처리 시간이 60 분일

때 부착능이 제일 우수하였다. 세포에 대한 처리 농도가 증가함에

따라 부착하는 균 수도 증가하였다. 열과 효소로 전 처리한

선발균을 세포에 처리한 결과, p<0.05 에서 유의하게 장 부착능이

감소하였다. 열 처리한 L. sakei KOK 의 부착능이 비교적

우수하였고 세 가지 균 모두 pepsin 의 영향을 비교적 많이 받았다. 

선발균과 유해균을 경쟁시킨 세가지의 경쟁 모델에서 선발균을

먼저 세포에 처리하거나 유해균과 같이 처리했을 때 유해균의

세포에 대한 부착을 더 많이 억제하였다. L. sakei KOK 는 다른

선발균에 비해 Escherichia coli KCTC 1039 를 많이 감소시켰고 B. 

bifidum ATT 는 다른 선발균에 비해 Salmonella typhimurium

ATCC 14028 을 많이 감소시켰다. 또한, 유익균의 항 염증 효과를

알아보기 위하여 interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor 
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(TNF)-α, lipopolysaccharide (LPS)를 이용하여 HT-29 세포를

자극하여 IL-8의 발현을 분석한 결과, 세가지 선발균 모두 IL-1β, 

TNF-α, LPS 로 분비된 IL-8 생성을 의미 있게 감소시켰다.

본 연구를 통해서 부착성이 강한 유익균을 선발하였고 선발균의

부착 특성, 유해균 억제능 및 IL-8 생산에 미치는 영향을

확인함으로써 앞으로의 기능성 식품에서 선발균의 응용이 기대된다.

주요어: 유익균, 장 부착능, 부착 특성, 유해균 억제, IL-8 

조절

학번: 2015-22375
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1. 서론

위장관에 있는 미생물은 인체에서 가장 복잡한 생태계를

구성한다. 장내에는 내강 당 1012~1014 CFU/g 의 생균이 존재하고

그 종류는 1, 000 여 가지이다[1, 2].

건강에 대한 관심이 커지면서 미생물군(microbiota)으로 알려진  

대장에 서식하는 미생물 군집이 인체의 건강을 유지하는 것에 관한

과학적 증거가 증가하고 있다. 선행연구에 의하면 나이, 식이 습관, 

지리적 위치 또는 생활 양식이 장내 미생물의 구성에 중대한

영향을 미친다[3].

장내 미생물은 장내 항상성(homeostasis)에 중요한 역할을 한다. 

건강한 장내에서 점막과 장내 미생물은 여러 가지 공생관계가

존재하여 장벽의 항상성을 유지하면서 식이 영양소의 소화 흡수를

가능하게 한다[4]. 장내 세균의 부조화는 다양한 균종의 수와

구성을 변화시킴으로써 숙주와 미생물간의 상호 작용을 방해 할

가능성이 있다. 이것은 유해균에 의해 유발되고 전체로서 장의

미생물에 대한 숙주 면역 반응에 의해 지속될 수 있는 만성 염증성

장 질환 등 다양한 장 관련 질병 발생과 연관성이 있다[5].

대장 질환에서 유익균(probiotics)은 다양한 효능을 가질 수

있는데, 이는 유익균이 인공적인 부산물이 아니라 천연물이고 직접, 
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간접적으로 많은 질환의 원인이 되는 장내에 서식하는 유해균들을

조절할 수 있는 점에 기인한다[6]. 장내에서 보고된 유익균의

작용기전으로는 직접 혹은 간접적으로 유해균의 성장을 방해하거나, 

점막 장벽의 기능을 강화시켜서 유해균이 침투하지 못하게 하거나, 

장 상피세포 혹은 점막 연관 림프 조직의 면역기능을 조절하는 것

등이 있다[7].

유익균의 장내 부착은 생존과 증식에 필수적인 과정이다[8]. 장

상피에 대한 부착은 또한 유익균이 면역계를 조절할 수 있게 하는

중요한 요소이다[9]. 유익균의 물리적, 화학적 및 효소 전 처리는

사람의 장 점막 당단백질에 대한 접착력을 변화시킨다[10]. 장

상피세포에서 유익균은 Salmonella ssp. 와 E. coli 으로부터

감염되는 것을 억제한다[11, 12]. 장을 병원균의 감염으로부터

보호하기 위해 최근에 유익균을 함유한 보충제의 사용이 고려되고

있다[2, 13]. 

또한 연구결과에 의하면 Bifidobacterium 와 Lactobacillus 는 장

상피세포와 상호 작용하여 균주 특이적으로

사이토카인(cytokine)을 조절하는 패턴을 가진다[14, 15].

B. bifidum 은 성인과 유아의 대소변에서 흔히 발견되는 종이다. B. 

bifidum 과 아울러 Bifidobacterium 의 다른 종인 B. longum, B. 

adolescentis 와 B. animalis subsp. lactis 에 대한 연구도

수행되였다[16].
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B. bifidum 균주는 면역 조절, 유해균 활성 억제, 박테리오신 생산, 

생쥐의 장내 미생물 균형 개선 및 닭에서의 염증 감소와 같은 몇

가지 유익한 효과를 갖는다. 또한 Caco-2 세포에서 B. bifidum 의

강한 부착능은 균의 표면단백질의 영향을 받는다[17].  연구에

의하면 B. bifidum BGN4는 높은 부착능을 가지고 있다[18]. 변에서

분리된 Lactobacillus 균주는 치즈에서 분리된 것보다 소수성과 장

부착능이 비교적 강하다[19].

본 연구에서는 qRT-PCR 방법을 이용하여 장 부착능이 우수한

균을 선발하였다. 전통적인 방법인 현미경 검경법과 생균수

측정법에 비해 qRT-PCR 방법은 신속하고 민감하며 또한

유해균과의 실험에서도 사용할 수 있다. 이미 Caco-2 세포에 대한

B. lactis, B. bifidum, B. longum 와 유해균의 부착 경쟁을 분석한

연구에서 qRT-PCR 방법이 사용되었다[20].

균주의 존재는 Caco-2 세포에 의한 사이토카인 생성에는 영향을

미치지 않았지만 일부 균주는 HT-29 세포에 의한 생성을

조절했다[21]. 

병원균에 감염된 대장 세포가 장기간 IL-8 을 분비하였을 때

장벽 기능의 부전 및 염증을 초래한다. 특히 많은 유익균이 IL-1β, 

TNF-α, LPS, 유해균의 자극에 의해 분비된 IL-8 을

감소시킨다고 소개되었다[9].
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본 연구에서 200 여 개의 Bifidobacterium 과 Lactobacillus 에서

부착능이 강한 유익균을 선발하고 균의 특성 및 유해균에 대한

억제 작용을 확인하였다. 또한 IL-8 의 분비에 조절 작용이 있다는

것을 확인하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료 및 시약

Bifidobacterium, Lactobacillus 은 MRS (Difico, Detroit, MI, 

USA)배지를 사용하였다. E. coli 와 Salmonella 은 BHI (Difico, 

Detroit, MI, USA)배지를 사용하였다. 균에 처리한 효소는 Sigma 

Aldrich (Sigma, ST. Louis, USA)에서 구입하여 사용하였다. DNA 

추출 Kit 는 MG Cell Genomic DNA Extraction SV kit (Doctor 

protein, Seoul, Korea)을 사용하였다. PCR 시약은 TAKARA 에서

구입하여 사용하였다.

2.2. 균주 배양 및 배양 조건

실험에서 사용한 Bifidobacterium, Lactobacillus, E. coli 는

서울대학교 식품영양학과 식품 미생물 연구실에서 보유하고 있는

균주를 사용하였다. 또한 중국인 변과 한국인 변에서 분리한 균을

사용하였다. S. typhimurium ATCC 14028 은 American Type 

Culture Collection (ATCC)에서 제공받았다. 부착능이 강한

균주로는 B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 이다. 

Bifidobacterium, Lactobacillus 는 0.05% (w/v) cysteine-HCL 

(Sigma, St, Louis, Mo, USA)을 첨가한 MRS 배지에 37℃에서
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18 시간 동안 혐기 배양하였다. S. typhimurum, E. coli 는

BHI 배지에 37℃에서 4 시간동안 호기 배양하였다.
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2.3. 대장 세포주 및 배양

장 상피세포 단층(monolayer)은 유익균의 선택에 사용되는 기준

중 하나로 종종 장 상피에 유익균의 부착능을 테스트하는 모델로

사용 되였다[22]. 

대장암 세포주인 Caco-2 (KCLB 30037. 1)와 HT-29 (KCLB 

30038)은 한국 세포주 은행으로부터 구입하였다. Caco-2 세포는

10% (v/v)는 열에 의해 불활성화 된 Fetal Bovine Serum (FBS)와

1% (v/v)항생제를 함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)배지에서 37℃, 5% CO2-95% O2 인큐베이터에서

배양하였다. 부착능 실험을 위해 Caco-2 세포를 1×105 

cells/well 의 농도로 24 well plate (Nunclon, USA)에 도포한 후

14 일 뒤에 시행하였다. 세포 배양액은 2 일마다 교체하고 부착능

실험 24 시간 전에 항생제 없는 배지로 교체해주었다. 부착능 실험

전 Neubauer chamber 로 계수하면 well 당 약 106 cells 이다.
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2.4. 유익균의 부착능

Bifidobacterium 과 Lactobacillus 를 MRS 액체 배지에서

37℃에서 18 시간 동안 배양 한 후 600 nm 에서 균 수가 1x108 

CFU/mL 이 되도록 조정하였다. 균을 8000 ×g 에서 3 분간 원심

분리 하고 PBS 로 3 번 세척 후 항생제를 함유하지 않은

DMEM 배지에 넣어 Caco-2 세포에 처리하였다.

24 well 에 형성된 Caco-2 단층을 PBS (pH 7.4)로 3 회

세척하여 부착되지 않은 세포를 제거 하였다. 조직 배양 판의 각

well 에 유익균 현탁액 (1×108 CFU/mL) 1 mL 를 넣고 5% 

CO2-95% O2 37℃에서 1 시간 처리하였다. 1 시간 후, 유익균

현탁액을 흡입하고 Caco-2 단층을 PBS 로 3 번 세척하여 부착하지

않은 균을 제거 하였다. 200 μL trypsin/EDTA 을  Caco-2 세포

단층에 10 분간 처리한 후 1.5 mL 튜브에 옮겼다. 200 μL PBS 로

well 을 세척하여 1.5 mL 튜브에 옮긴다. 
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2.5. 선발균의 부착 특성

2.5.1. 처리 시간에 따른 선발균 부착능

Caco-2 세포 단층이 형성되면 108 CFU/mL 의 선발균 1 mL 를

처리하여 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 분 동안 선발균의 부착능을

평가하였다.

2.5.2. 선발균의 농도에 따른 부착능

앞서 설명한 바와 같이 Caco-2 세포 단층이 24-well 에서

형성되면 107, 108 및 109 CFU/mL 농도의 선발균을 각각 1 시간

동안 Caco-2 세포 단층에 처리하여 선발균의 부착능을

평가하였다.

2.5.3. 열 처리한 선발균의 부착능

유산균을 70℃ 30 분간 처리하여 활성을 잃게 한다. 앞서 설명한

바와 같이 24-well 의 Caco-2 세포 단층에 생균 또는 열 처리한

균 (1×108 CFU/mL)을 well 당 처리하여 선발균의 부착능을

평가하였다.
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2.5.4. 효소 처리한 선발균의 부착능

선발균의 흡광도 (OD600)에 의해 1×108 CFU/mL 로 조절하였다. 

PBS 로 세척한 후에 준비한 효소로 37℃에서 1 시간동안 처리한 후

다시 PBS 로 세척 후에 세포에 처리하여 부착능을 평가하였다. 

처리한 효소들로는: lysozyme (egg white, 0.1 mg/ml in PBS pH 

6.24), pepsin (porcine stomach, 0.1 mg/ml in 0.2 M citrate-HCl 

buffer pH 3.0), amylase (bovine pancrease, 0.1 mg/ml in PBS pH 

6.9), lipase (porcine pancreas, 0.1 mg/ml in PBS pH 7.7), trypsin 

(porcine pancreas, 0.1 mg/ml in PBS pH 7.6), α-chymotrypsin 

(bovine pancreas, 0.1 mg/ml in PBS pH 7.8), pancreatin (porcine 

pancreas, 0.1 mg/ml in PBS pH 7.5)이다[23].

2.5.5. 선발균의 유해균 부착 억제

경쟁에 의한 선발균의 유해균 부착 억제 실험은 이전에 보고

된 방법에 약간의 수정을 한 후에 하였다[24].

Protection assays 에서 Caco-2 세포 단층은 먼저 1 mL 의

선발균 현탁액(1×108 CFU/mL)을 접종하고 5% CO2-95% O2 

조건에서 37℃ 1 시간 배양 하였다. 현탁액을 제거하고 3 번 PBS 로
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세척한 후, Caco-2 세포 단층에 유해균 현탁액(1×108 CFU/mL) 1 

mL 를 접종하고 5% CO2-95% O2 조건에서 37℃로 1 시간

처리하였다. 현탁액을 제거하고 3 번 PBS 로 세척하였다.

Competition assays 에서 Caco-2 세포 단층에 선발균

현탁액(1×108 CFU/mL)과 유해균 현탁액(1×108 CFU/mL)을

같이 2 mL 를 접종하고 5% CO2-95% O2 조건에서 37℃로 1 시간

처리하였다. 현탁액을 제거하고 3 번 PBS 로 세척하였다.

Displacement assays 에서 Caco-2 세포 단층에 먼저 유해균

현탁액 (1×108 CFU/mL) 1 mL 를 접종하고 5% CO2-95% O2

조건에서 37℃로 1 시간 동안 처리하였다. 3 번 PBS 로 세척한 후, 

Caco-2 세포 단층에 1 mL 의 선발균 현탁액(1×108 CFU/mL)을

접종하고 5% CO2-95% O2 조건에서 37℃로 1 시간 처리하였다. 

유해균만 처리한 well 이 대조군으로 사용되었다. 모든 실험은

독립적으로 3 번 반복하였다.

2.6. 균의 DNA 추출

MG Cell Genomic DNA Extraction SV kit (Doctor protein, 

Seoul, Korea)를 이용하여 균의 genomic DNA (gDNA)를

추출하였다. 모든 DNA 시료의 최종 용적은 200 μL 이고  

분석하기전까지 -20℃에서 보관 하였다.
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2.7. qRT-PCR 방법에 의한 선발균의 정량분석

Caco-2 세포에 부착된 유익균은 qRT-PCR 방법에 의해

계산되었다. 유익균을 qRT-PCR 방법으로 정량 분석하기 위해

추출된 gDNA 를 qRT-PCR 반응의 시료로 사용하였다. 균을

증폭하는데 사용한 primer 는 Table. 1 에 보는 바와 같다. Gene 

copy number 와 Ct (Threshold cycle)의 상관관계를 알아보고자

표준 시료 농도 범위를 103~109 gene copy number/2 μL 까지

하였다(Fig. 1).

모든 균의 gDNA 을 primer 당 2 개씩 검사 하였다. 

qRT-PCR 은 StepOne Plus 시스템(Applied biosystems, 

USA)에서 수행되었다. PCR mixture 조성은 DNA template 2 μL, 

50× ROX dye 0.4 μL, primer pair (10 μM) 0.4 μL, 멸균

증류수 6.8 μL 및 2× SYBR Premix Ex Taq 10 μL (Takara, 

Japan)이다. qRT-PCR 조건은 95℃에서 30 초, 95℃에서 5 초와

Table. 1 에 나와 있는 조건으로 총 40 회의 증폭을 시행하였다.
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Table 1. List of primers used in this study.

Primer Sequence(5’-3’) Annealing 

temperature(℃)

Annealing time Reference

Bifidobacterium spp. F:TCGCGTCYGGTGTG

AAAG

R:GGTGTTCTCCCGAT

ATCTACA

60 30 s [25]

Lactobacillus spp. F:AGCAGTAGGGAATC

TTCCA

R:CACCGCTACCATGG

AG

60 1 min [26]
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Salmonella 

typhimurium

F:CGGTGTTGCCCAGG

TTGGTAAT

R:ACTGGTAAAGATGG

CT

55 1 min [27]

Escherichia coli F:GACCTCGCGAGAGC

A

R:CCTACTTCTTTTGC

AACCCA

63 30 s [25]
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Fig. 1. Standard curve for calculation of the number of target 

bacteria.

(A) B. bifidum BGN4 (B) B. bifidum ATT (C) L. sakei KOK (D) 

S. typhimurium ATCC 14028 (E) E. coli KCTC 1039
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2.8. IL-8 정량

HT-29 세포 단층을 PBS 로 세척하였다. IL-8 분비를 정량 하기

위해, 자극원과 유익균(1×108 CFU/mL)을  HT-29 세포 단층에

동시에 도포하고 6 시간 동안 처리하였다. 대조군으로 IL-1β

(Pepro Tech, USA), TNF-α, LPS (Sigma-Aldrich, Korea)를

각각 0.1 ng/mL, 0.5 ng/mL 및 1 μg/mL 의 농도로 사용 하였다. 

실험종료 시, 상층액을 모아 -20℃에서 분석할 때까지 보관하였다. 

세포에서 분비된 IL-8 을 정량 하기 위해서 Human IL-8 

ELISA Set (BD, San Diego, USA)를 이용하여 분석하였다.

2.9. 통계처리

통계 분석은 Statistical Package for the Social Science (SPSS, 

Ver. 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하고 Duncan 으로

검정하였다. p 값이 0.05 미만인 경우를 유의수준으로 고려하였다.
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3. 실험 결과 및 고찰

3.1. Caco-2 세포에 부착능이 강한 유익균

   실험실에 보유 중인 다양한 유익균과 중국인, 한국인 변에서

분리해낸 200 여 개의 Bifidobacterium 과 Lactobacillus 를

Caco-2 세포 단층에 처리하여 qRT-PCR 방법으로 부착된 균

수가 제일 많은 유익균 3 개를 선발하였다. 부착능이 강한

균들로는 B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 이고

Caco-2 세포 100 개 당 각각 7.12×102, 4.69×103, 1.39×103 

cells 가 부착되었다(Fig. 2).

같은 조건으로 실험한 Candela 은 세포 수 : 균 수 = 1 : 

100 일때 Caco-2 세포 100 개 당 부착된 균 수가 5 개보다

적으면 부착능이 미약하다고 정의를 내렸다. Caco-2 세포 100 개

당  부착된 균 수가 5~40 개 일 때 균의 부착능이 있다고 하였다. 

Caco-2 세포 100 개 당 부착된 균 수가 40 개 보다 많을 때

균의 부착능이 강하다고 하였다[20]. 이 기준을 참고하면 B. 

bifidum BGN4 와 L. sakei KOK 는 세포에 대해 부착능이

강하였다. 특히 B. bifidum ATT 는 세포에 대한 부착능이 가장

우수하였다.
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Fig. 2. Adhesion of three probiotic strains to Caco-2 cell 

monolayer. The numbers given on the top of the columns 

represent the means±standard deviation.
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3.2. 처리 시간이 균 부착능에 대한 영향

Caco-2 세포 단층에 유익균을 각각 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

120 분 처리하여 시간이 균의 부착능에 미치는 영향을

보았다(Fig. 2).

실험 결과에 의하면 세가지 균은 60 분에서 부착된 균 수가

제일 많다는 것을 확인할 수 있다. 반면 120 분에서 부착된 균

수가 60 분에서 세포에 부착된 균 수에 비하여 다소 낮았다. 부착

시간이 늘어남에 따라 부착된 균 수가 증가하는 추세가

120 분에서 감소한 것은 in vitro 의 실험에서 부착한 균이 활성을

잃었을 가능성이 있다. 그러므로 세포 부착 능 실험에서 60 분이

적합하다는 것을 알 수 있다(Fig. 3).
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Fig. 3. Adhesion of selected probiotics to Caco-2 cells during 

incubation time. 
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3.3. 선발균의 농도에 따른 부착능

  서로 다른 농도(107, 108, 109 CFU/mL)의 유익균을 Caco-2 

세포 단층에 처리하여 부착된 균 수를 확인하였다. 세포에 처리하는

농도가 증가할수록 부착된 균 수도 증가하는 경향을 나타내고 있다. 

B. bifidum BGN4 를 107, 108, 109 CFU/mL 농도로 세포에 처리하면

100 개 Caco-2 세포 당 각각 590, 712, 961 개의 균이 부착되었다. 

107, 109 CFU/mL 의 균을 처리할 때 처리한 균 수는 100 배 차이가

나지만 부착된 균 수는 약 2 배 차이가 났다. B. bifidum ATT 를

107, 108, 109 CFU/mL 농도로 세포에 처리하면 100 개 Caco-2 

세포당 각각 2548, 4686, 22928 개의 균이 부착되었다. 107, 109 

CFU/mL 을 처리하였 을 때 처리한 균 수는 100 배 차이가 나지만

부착된 균 수는 약 10 배 차이가 났다. L. sakei KOK 를 107, 108, 

109 CFU/mL 농도로 세포에 처리하면 100 개 Caco-2 세포당 각각

645, 1386, 9653 개의 균이 부착되었다. 107, 109 CFU/mL 을

처리하였을 때 처리한 균 수는 100 배 차이가 나지만 부착된 균

수는 약 15 배 차이가 났다. 그러므로 B. bifidum BGN4 의 장

부착능은 세포에 처리하는 균 농도의 영향을 적게 받고, B. bifidum 

ATT 와 L. sakei KOK 의 장 부착능은 세포에 처리하는 균 농도의

영향을 다소 많이 받았다(Fig. 4).
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Fig. 4. Adhesion of various concentrations of selected probiotics 

to the Caco-2 cells. The numbers given on the top of the columns 

represent the means±standard deviation.

C
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3.4. 열 처리한 선발균의 부착능에 대한 영향

실험결과에 의하면 열 처리한 균은 생균보다 Caco-2 세포에

대한 부착능이 약하였다. 생균에서 유익균의 부착능이 강한

것부터의 순서는 B. bifidum ATT, L. sakei KOK, B. bifidum

BGN4 이었다. 열 처리한 균의 부착능이 강한 것부터의 순서는 L. 

sakei KOK, B. bifidum ATT, B. bifidum BGN4 이었다. 열 처리한

균의 부착능은 생균의 부착능과 비슷한 경향을 나타내며 그중에서

L. sakei KOK 의 부착능이 우수하였다(Fig. 5).
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Fig. 5 Adhesion of heat-inactivated probiotics to Caco-2 cells.

(p<0.05)
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3.5. 효소 처리가 선발균 부착능에 대한 영향

세가지 유익균에 효소를 처리한 후 Caco-2 세포에 대한

부착능을 조사하였다. B. bifidum BGN4 의 세포 부착능은 pepsin 의

영향을 제일 많이 받았고 pancreatin, lipase, chymotrypsin 의

영향을 제일 적게 받았다. B. bifidum ATT 의 세포 부착능은 pepsin, 

trypsin, α-amylase, pancreatin 의 영향을 제일 많이 받고

lipase 는 오히려 특정한 선발균의 부착능을 증가시켰다. L. sakei

KOK 의 세포 부착능은 pepsin 의 영향을 제일 많이 받고

lysozyme 의 영향을 제일 적게 받았다(Fig. 6).

  Tuomola 등에 의하면 L. acidophilus LA1 은 pepsin, trypsin 로

처리를 하면 장 상피세포에 대한 부착능이 감소하는데, 이는 균의

단백질 구조가 부착능에 중요한 역할을 하기 때문인 것으로

보고되었다. 또한 L. acidophilus BG2FO4 는 pepsin, trypsin 의

처리로 의해 생균보다 장 부착능이 감소하지만 chymotrypsin 으로

처리했을 때 장 부착능이 거의 감소하지 않았다. 이는 추정되는

표층 단백질이 부착능에 관여하기 때문인 것으로 해석된다[10]. 

  실험결과에 의하면 B. bifidum BGN4 의 장 부착능은 pepsin 과

trypsin 의 영향을 많이 받지만 chymotrypsin 의 영향을 적게

받았다. B. bifidum ATT 와 L. sakei KOK 의 장 부착능은 pepsin 과

trypsin 의 영향을 많이 받았다. 그러므로 B. bifidum BGN4, B. 
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bifidum ATT 와 L. sakei KOK 모두 단백질 구조가 부착능에

중요한 역할을 할 수 있다는 것을 추측할 수 있다.
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Fig. 6. Adhesion of the various enzyme-treated probiotics to 

Caco-2 cells. (p<0.0
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3.6. 선발균의 유해균 부착 억제능

선발균이 유해균을 억제하는 작용을  protection assays, 

competition assays, displacement assays 세가지 실험으로 비교해

보았다.

Protection assays 에서는 먼저 선발균을 부착한 후에 유해균을

부착하여 유해균이 얼마나 억제되는지를 조사하였다. E. coli 을

대상으로 실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei 

KOK 의 유해균 억제 능력은 각각 45.5%, 48.8%, 50.1%이었다. S. 

typhimurium 을 대상으로 실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. 

bifidum ATT, L. sakei KOK 의 유해균 억제 능력은 각각 88.6%, 

92.6%, 86.7%이었다. L. sakei KOK 는 E. coli 을 비교적 많이

억제하였다. B. bifidum ATT 가 S. typhimurium 을 비교적 많이

억제 하였다(Fig. 7).

Competition assays 에서는 선발균과 유해균을 동시에 부착하여

유해균이 얼마나 억제되는지를 조사하였다. E. coli 을 대상으로

실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 의

유해균 억제 능력은 각각 63.6%, 51.4%, 75.1%이었다. S. 

typhimurium 을 대상으로 실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. 

bifidum ATT, L. sakei KOK 의 유해균 억제 능력은 각각 88.8%, 

93.2%, 87.1%이었다. L. sakei KOK 는 E. coli 를 비교적 많이
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억제하였고 B. bifidum ATT가 S. typhimurium 을 억제 하였다(Fig. 

8).

Displacement assays 에서 먼저 유해균을 부착한 후에 선발균을

첨가했을 때의 부착에 대한 정도를 평가하였다. E. coli 을 대상으로

실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 의

유해균 억제 능력은 각각 38.5%, 16.5%, 41.7%이었다. S. 

typhimurium 을 대상으로 실험했을 때, B. bifidum BGN4, B. 

bifidum ATT, L. sakei KOK 의 유해균 억제 능력은 각각 58.8%, 

56.9%, 54.3%이었다(Fig. 9).

세가지 실험을 종합하여 보면 선발균을 먼저 부착하거나

선발균을 같이 부착하였을 때에 유해균을 억제하는 능력이 더

강하다는 것을 확인하였다. 또한 S. typhimurium 는 E. coli 에 비해

초기 부착능은 강하지만 유익균과의 경쟁에서 부착 정도가 더 많이

감소하는 것으로 나타냈다. 전체적으로 보면 L. sakei KOK 는 다른

균에 비해 E. coli 을 비교적 많이 억제하고 B. bifidum ATT 는

다른 균에 비해 S. typhimurium 을 비교적 많이 억제하였다.
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Fig. 7. Number of experimental bacteria and pathogens bound to 

100 Caco-2 cells in protection assays.
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(A) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of BGN4 or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with BGN4 

followed by E. coli.

(B) The left two columns represented the numbers of single 

ATT or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of ATT or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with ATT 

followed by E. coli.

(C) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of KOK or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with KOK 

followed by E. coli.

(D) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. 

The right two columns represented the numbers of BGN4 or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with BGN4 followed by S. typhimurium.
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(E) The left two columns represented the numbers of single

ATT or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of ATT or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with ATT followed by S. typhimurium.

(F) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of KOK or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with KOK followed by S. typhimurium.

Error bars represent±standard deviation of mean values. 
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Fig. 8. Number of experimental bacteria and pathogens bound to 

100 Caco-2 cells in competition assays.

(A) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of BGN4 or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after co-incubation of BGN4 and E. coli.

(B) The left two columns represented the numbers of single 

ATT or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of ATT or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after co-incubation of ATT and E. coli.

(C) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of KOK or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after co-incubation of KOK and E. coli.

(D) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. 

The right two columns represented the numbers of BGN4 or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after co-incubation of 

BGN4 and S. typhimurium.
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(E) The left two columns represented the numbers of single 

ATT or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of ATT or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after co-incubation of 

ATT and S. typhimurium.

(F) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of KOK or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after co-incubation of 

KOK and S. typhimurium.

Error bars represent±standard deviation of mean values. 
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Fig. 9. Number of experimental bacteria and pathogens bound to 

100 Caco-2 cells in displacement assays.

(A) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of BGN4 or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with E. coli

followed by BGN4.

(B) The left two columns represented the numbers of single 

ATT or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of ATT or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with E. coli

followed by ATT.
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(C) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or E. coli strains adhered to 100 Caco-2 cells. The right 

two columns represented the numbers of KOK or E. coli adhered 

to 100 Caco-2 cells after sequential treatment with E. coli

followed by KOK.

(D) The left two columns represented the numbers of single 

BGN4 or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. 

The right two columns represented the numbers of BGN4 or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with S. typhimurium followed by BGN4.

(E) The left two columns represented the numbers of single 

ATT or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of ATT or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with S. typhimurium followed by ATT.

(F) The left two columns represented the numbers of single 

KOK or S. typhimurium strains adhered to 100 Caco-2 cells. The 

right two columns represented the numbers of KOK or S. 

typhimurium adhered to 100 Caco-2 cells after sequential 

treatment with S. typhimurium followed by KOT.

Error bars represent±standard deviation of mean values. 



４５



４６

3.7. 선발균이 자극 처리된 HT-29 세포의

IL-8 생산에 미치는 영향

IL-1β, TNF-α, LPS 에 의한 IL-8 단백질 발현 변화에

선발균의 처리가 미치는 영향을 ELISA 를 이용하여 분석하였다. 

HT-29 세포에 IL-1β (0.1 ng/mL), TNF-α (0.5 ng/mL), LPS 

(1 µg/mL)를 각각 6 시간 동안 처리하였을 때 IL-8 단백질 발현이

증가하였다. 그러나 자극원에 유익균을 1×108 CFU/mL 의 농도로

같이 처리할 경우 IL-1β, TNF-α, LPS에 의한 IL-8발현이 모두

감소하였다. IL-1β와 TNF-α에 의한 IL-8 발현은 B. bifidum 

BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 에 의해 무 처리군과 같은

유의수준으로 감소하였다. LPS 에 의한 IL-8 발현은 B. bifidum 

ATT, L. sakei KOK 에 의해 무 처리군과 같은 유의 수준으로

감소하였다. B. bifidum BGN4 의 LPS 에 의한 IL-8 발현의 감소는

다른 균들에 비해 다소 낮았다(p<0.05).

이 중에서 B. bifidum ATT 와 L. sakei KOK 는 자극원에 의한

IL-8발현을 같은 수준으로 감소시켰다. TNF-α에 의한 IL-8발현

증가는 B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. sakei KOK 에 의해

통계적으로 같은 수준으로 감소하였다(Fig. 10).
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Fig. 10. The effect of probiotics on the production of IL-8.

(p<0.05)
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4. 요약 및 결론

유익균은 예로부터 사용되어 왔고 안전하다고 인식되어 있기

때문에 여러 종류의 소화기질환에서 보조적 혹은 대체적인

요법으로 각광을 받고 있다. 최근 들어서 다양한 형태로 상용화가

되면서 사용이 늘어나고 있는 추세이다[28].

  본 연구에서는 200 여 개의 균 중에서 Caco-2 세포에

부착능이 강한 유익균인 B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT, L. 

sakei KOK 를 선발하였다.

  이 세가지 균을 시간, 농도, 열, 효소 처리에 따른 세포의

부착능을 보았다. 실험결과에 의하면 선발균을 세포에 1 시간 동안

부착했을 때 부착된 균 수가 제일 많았다. 그러므로 다음 실험을

위한 조건으로는 1 시간의 균 처리가 적합하다는 것을 알 수 있다.

세가지 농도(107, 108, 109 CUF/mL)로 선발균을 세포에 처리했을

때 세포에 처리하는 농도가 증가할수록 부착균 수도 증가하는

경향을 나타냈다. 처리한 균의 농도를 107 CFU/mL 에서 109

CFU/mL 로 100 배 증가시켰을 때 부착된 균 수는 2~15 배

증가하였다. 

선발균을 열에 처리하여 불활성화를 시켜 생균과 비교했을 때 B. 

bifidum KOK 의 부착능이 우수하였다.
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효소 처리한 균의 부착능을 보면 세가지 균 모두 pepsin 의

작용을 많이 받았다. 실험결과에 의하면 B. bifidum BGN4 의 장

부착능은 pepsin 과 trypsin 의 영향을 많이 받지만

chymotrypsin 의 영향을 거의 받지 않았다. B. bifidum ATT 와 L. 

sakei KOK 의 장 부착능은 pepsin 과 trypsin 의 영향을 많이

받았다. 그러므로 B. bifidum BGN4, B. bifidum ATT 와 L. sakei 

KOK 모두 단백질 구조가 부착능에 중요한 역할을 할 수 있다는

것을 추측할 수 있다.

강한 부착능의 선발균을 유해균과 세가지 경우에 경쟁하여

유해균 부착 억제 능력을 보았다. 결과적으로 볼 때 선발균을 먼저

세포에 처리하거나 유해균과 같이 처리했을 때 유해균의 세포에

대한 부착을 더 많이 억제하였다. 또한 S. typhimurium 는 E. coli 

보다 세포에 대한 부착능이 강하지만 유익균과 경쟁을 하였을

때에는 세포에 대한 부착이 더 많이 억제된다는 것을 확인하였다.

또한 선발균의 항염증 효과를 알아보기 위하여 IL-1β, TNF-α, 

LPS 를 이용하여 HT-29 대장암 세포주를 자극하고 염증반응

매개체인 IL-8 의 발현을 분석하였다. 연구 결과, 세가지 유산균

모두 IL-1β, TNF-α, LPS 로 분비된 IL-8 생성을 의미 있게

감소시켰다.

본 연구에서 Caco-2 세포에 대해 부착능이 높은 세가지 균을

선발하여 균주의 여러가지 부착 특성 및 유해균 부착 억제 능력을  
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탐구함으로 인해 앞으로 기능성 식품에 활용되는 유익균의

소재로의 응용이 기대된다.
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Abstract

Adhesion characteristics and 

suppression of pathogen 

adhesion to Caco-2 cells by 

strongly adhesive 

Bifidobacterium and

Lactobacillus

Hui Fang

Department of Food & Nutrition

The Graduate School

Seoul National University

The objective of this study was to select the probiotic strains 

with strong adhesion to the intestinal epithelial cell line (Caco-2) 

and to confirm their adhesion characteristics and inhibition ability 
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against the adhesion of Escherichia coli KCTC 1039 and 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 to Caco-2 cells. In this 

study, Bifidobacterium bifidum BGN4, Bifidobacterium bifidum 

ATT, and Lactobacillus sakei KOK were selected among over 

200 experimental probiotic strains with quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qRT-PCR), which showed strong 

adhesion to Caco-2 cells. The selected three probiotic strains 

showed the strongest adhesion to  Caco-2 cells at 60 min 

incubation. As the concentration of the probiotics increased, the 

number of bacteria attached to the cells also increased. In 

addition, the adhesion abilities of three strains were significantly 

(p<0.05) reduced after exposure to pepsin or 30 min-heating at 

70℃. L. sakei KOK showed the strongest adhesion among the

heat-inactivated strains. In the protection and competition 

experiment, L. sakei KOK exerted stronger inhibitory effects on 

the adhesion of E. coli than the other two strains. Meanwhile, the 

inhibition of S. typhimurium adhesion to Caco-2 cells by B. 

bifidum ATT was stronger than by the other two strains. 

Interestingly, all of the selected strains suppressed the 

production of IL-8 in HT-29 cells stimulated by IL-1β, 

TNF-α, and LPS. 
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