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LAB isolated from Kimchiwere screened forinhibition activity against
i.Among55isolates,threerod-shapedandonecoccus-shapedLAB showed

strong inhibitionactivityagainst .Inhibitionactivitywereexaminedby
using a paper disk diffusion method.Culture supernatants of 4 strains of

showedastronginhibitoryactivityontheureaseactivityof
KCCM 41756.The four selected strains were identified and designated as

ML5, CL1, MD1,
CH2basedonthebiologtestand16SrRNA genesequencing.

AcidandbiletoleranceoftheseLABstrainswereevaluated.Resistanceofthefour
LAB under artificialgastric juice and bile acid showed high viability(108～
109CFU/ml)in0.05M sodium phosphatebuffer(pH 3.0),artificialgastricjuiceand
0.3% oxgalland0.5% oxgallsolution.Hemolysistestdidnotshow clearzoneson
thebloodagarplatesurroundingtestLABcolonies.



제제제 111장장장 서서서 론론론

김치는 새콤한 산미,감미,향미가 조화되어 독특한 맛을 내는 채소류 발효식품으
로써 주원료로 배추나 무,부원료로 마늘,생강,파,고춧가루,젓갈 등 다양한 향신료를
첨가 한 것으로 외국에서는 그 유례를 찾아 볼 수 없는 한국 고유의 전통 식품이다.
채소류의 젖산균 발효식품으로 대표되는 김치류는 지방 및 계절에 따라서 원료가 다르
고 각 가정마다 담그는 방법이 달라서 결코 같은 맛을 낼 수 없는 독특성을 지닌다(8,
48).최근에 김치는 카로틴,식이섬유,페놀성 화합물과 같은 생리활성 물질들로 인하여
항암,고혈압 예방,항산화 효과 등 여러 기능성이 보고되고 있다(13,42).이와 같은
김치의 독특성과 효능 때문에 그 인기는 점차 높아가고 있다.
김치 발효에 관여하는 미생물로 이상젖산 발효를 하는 ,

, 정상젖산 발효를 하는 ,
, 등이 보고 되고있다(1,3,4,28).김치의

발효과정에 관여하는 유산균들의 경시적 변화에 의해 발효초기에는 속 등
과 같은 이상젖산균(heterofermentativelacticacidbacteria)의 번식에 의하여 발효가
시작되며 발효 중기 이후 pH가 4.0 이하로 낮아지면 내산성이 강한 정상젖산균
(homofermentativelacticacidbacteria)인 속 등이 빨리 증식하면서 많은
유기산을 생성하여 김치의 산패를 일으킨다(32,35).
유산균(lacticacidbacteria:LAB)은 자연계에 널리 존재하며 탄수화물을 혐기적으

로 이용하여 젖산을 생성하는 미생물로 유제품,육류,야채 등의 starter로 널리 사용되
고 있으며 또한 사람이나 동물의 장에 서식하고 있다(5,36,44,49).당류를 발효해서
50%이상 젖산을 생성하는 유산균은 상큼한 향과 맛을 내게 하고 나아가 당,유기산,
단백질 및 지방성분을 이용하여 독특한 향과 풍미성분으로 전환시키어 제품의 품질 향
상에 바람직한 역할을 한다(43).19세기 중반 파스퇴르에 의해 그 존재가 밝혀지고
1908년 불가리아의 생화학 학자인 메치니코프가 유산균 발효유의 불노장수설을 주장한



이후(40),유산균 발효유의 효능이 과학적으로 입증되면서 건강에 좋다는 인식 때문에
유산균 함유 식품을 통하여 건강을 유지하고 질병을 예방하려는 노력을 하고 있다.더
불어 유산균 관련 제품에 대하여 전 세계적으로 관심이 집중되고 소비가 증가하는 인
기상품이 되었다(23).유산균의 생리활성 기능은 여러 가지로 알려져 있다.그 중

, , 가 병원성 세균
인 나 등을 억제한다고 보고되었으며(43),사람의 장에서 찾은 내산
성이 우수한 유산균 를 와 에서 실험한 결과
cholesterol 저하능이 있음이 보고되었다(6, 40). Ahotupa 등은

GG가 에서 지질산화를 억제한다고 보고하였고(13),Kaezen등은
sp.SBT 2028은 에서 항산화 효과를 가지며 인체 내 활성산소축

적을 감소시켜 준다고 보고하였다(37).또한 이 등은 유산균의 중금속에 대한 흡착효과
를 보고하였으며 이러한 효과는 배양조건 뿐 아니라 pH,금속염 등의 반응조건에 따라
달라질 수 있다고 하였다(25).정 과 오 등이 보고한 논문에 의하면 어린이의 타액에서
추출한 V-20이 치주병원균인 와

를 성장,억제하여 치주질환을 예방한다고 보고되었다(8).김치로부터 분리
한 유산균 , , ,

의 항돌연변이 효과도 보고 된바있다.항돌연변이는 김치유산
균의 농도에 의존적이였고 항돌연변이 활성은 세포벽물질에 의한 것으로 보고되고 있
다(1,52,59).김치 유산균은 은 종양생
성을 각각 39%,57%,88% 저해함으로서 항종양 효과를 나타내었다(39).유산균의 식
품보존효과는 유산균 발효로 pH저하가 제1요인이지만,그 외에 유산이 생산하는 다양
한 물질이 식품 오염균,병원성균,부패균의 생육을 억제 또는 저해함으로서 식품보존
효과를 나타내고있다.유산균이 생산하는 항균성 대사산물로는 organicacid,hydrogen
peroxide,diacetyl및 저분자의 단백질성 물질인 박테리오신 등이 있다(9,10,15,17,
51).

는 1983년 Warren과 Marshall에 의해 위장에서
와 유사한 세균이 발견된 이후 이 균주에 대한 생화학적 연구가 진행되었으며



Goodwin등에 의해 로 명명되었다(7). 는 갈매기 모양의
만곡형 그람음성 세균으로 크기는 2 ㎛ × 0.4 ㎛ 정도이고 미호기성으로
(microaerophilic)최적 산소 분압은 2～8%이며,10% CO2조건하에서 배양할 수 있다.
최적 생장온도는 30～37℃이고 최적 pH는 7.0～7.4이다(18,53). 의 특징적 성
상은 강력한 운동성과 urease,catalase,phospholipaseA2,γ-glutamyltranspeptidase등
의 효소 생산능이다(2). 자체는 산에 민감하지만 다른 세균들과 달리 강산의
위내에서도 살 수 있는 이유는 크게 3가지로 나눌 수 있다.첫째는 편모(flagella)이다.

는 pH 4정도의 산성 용액에 노출되면 쉽게 파괴되지만(29),위내부의 점액으
로 덮여진 pH가 7정도인 상피세포 표면으로 이동하여 살수있다.이동을 가능하게 해
주는 것이 균에 존재하는 편모이다.둘째는 요소분해효소 (urease)이다. 는 세
포질내에서 urease를 합성해 낸다. 의 urease생성능력은 protease보다 100배
이상 높다고 보고되었다(29).또한 의 urease는 위 점막에 극소량으로 존재하
는 요소를 암모니아와 CO2로 효과적으로 분해할 수 있다(41).이 암모니아가 세균의
세포질 및 주위를 중성화시켜 위내의 강한 산성으로부터 균을 보호한다.Urease를 만
들어 낼 수 없는 변이균주의 경우 위에 정착하지 못한다는 실험결과가 보고되고 있다
(52).셋째는 부착인자이다. 가 위에 정착하여 질병을 일으키기 위해서는 일차
적으로 균이 위 상피세포에 부착되어야만 한다. 는 위 상피세포에 매우 강하
게 부착 된다.이와 같은 단백질성분의 여러 세균의 부착인자와 당지질로 구성된 숙주
수용체 사이의 결합에 의해 일어나는 것으로 추정하고 있다.이 균은 위점막 보호작용
을 하는 sulfhydryl을 감소시키고,활성라디칼에 의한 출혈이나 허혈 등의 혈관 손상을
발생시켜 위염 및 위암 등의 원인이 되며,간경변 환자에서는 고암모니아혈증과도 관
련이 있는 것으로 알려지고 있다(22,41). 의 감염률은 전 세계 인구의 50%
이상이고 우리나라의 성인의 약 80% 정도로,감염빈도는 선진국일수록 낮고 개발도상
국에서 높은 것으로 알려져 있으며 또한 연령,지역분포,종족 간에 차이가 있다(37).

에 의한 감염을 치료하는 방법으로는 bismuth제재, metronidazole,
amoxicillin,tetracycline등을 포함하는 3가지 항균제를 동시에 투여하는 방법이 유효
한 것으로 보고되고 있다(19,53).그러나 이러한 치료법은 환자의 순응도를 필요로 하



고,항생제에 대한 내성,재발 가능성의 내재,고비용 등의 문제가 있다.이러한 문제점
을 극복하기 위하여 최근에 백리향(50),중국차(55),cashew apple(33),소목과 황련
(34),한약재 추출물(53),애엽추출물(12),유산균(48)등의 여러 천연물의 에
대한 억제 활성이 연구 보고 되었다.

최근 채소와 관련된 유산균의 영양학적 및 약리학적 장점들이 전통발효식품의 산
업화와 더불어 관심이 커지고 있으며 이에따라 보다 과학적이고 체계적인 이분야의 연
구가 요구되어진다.이에 발효식품 중 가장 널리 이용되고 있는 김치에서 유산균을 분
리하였고,또한 위에 서식하면서 위염,위궤양 및 위암의 원인균으로 알려진
의 생육을 억제하고 감염방어,제균작용을 가지며 위장에서의 부착을 저해하는 유산균
을 선별하였다.Probiotics의 선발조건 중 장내 생존가능성을 확인하기 위하여
에서 내산성,인공위액 및 담즙산 처리에 따른 유산균의 생존력(viabilty)를 확인하였다.
또한 이들 유산균의 인체에 대한 안전성을 알아보기 위하여 적혈구가 파괴,분해되는
현상인 hemolysistest를 통해 인체에 투여시 안전하게 사용가능한지를 확인하였다.



제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

제제제 111절절절 HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii억억억제제제 유유유산산산균균균의의의 분분분리리리

유산균을 분리하기 위해서 가정집,유명 사찰,명가 식당 등에서 수집하였다.마쇄
한 김치를 멸균,여과하여 멸균수로 적정 배율로 희석 후 MRS (Difco
Co.,France)배지에 30℃에서 48시간 배양하였다.2% CaCO3(AmrescoInd.,USA)가
첨가된 배지에 toothpicking하여 투명환을 형성하고 gram (Gram stainkitBD Co.,
USA)양성,catalase(Biomerieux.,France)음성인 집락을 유산균으로 잠정 분리하였
다.

시험 유산균주로서는 전남지역의 김치에서 분리한 40종의 유산균주로부터
억제 작용이 우수한 4종의 유산균주를 선별하여 실험에 사용하였다. 의

억제여부는 paperdisk법(34)을 이용하였다.분리균주는 MRS액체배지에 배양 후 대수
기에 있는 배양액에 glycerol25% (v/v)가 되게 첨가하여 -70℃에서 보관 하면서,5
mLMRS액체배지에 접종한후 30℃에서 24시간 배양 다음 계대하여 사용하였다.

제제제 222절절절 HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii억억억제제제 균균균주주주의의의 동동동정정정

분리된 억제 유산균주는 그람염색 (Gram stainkit.BD Co.,France)을
비롯한 형태학적특성,APIkit(50CHL,BiomerieuxCo.,France)을 이용한 생화학적
특성 및 16S rRNA 염기서열을 통하여 동정하였다.16S rRNA 염기서열을 분석하기
위하여,분리균주로부터의 genomicDNA 추출은 GenomeDNA kit(Q-Biogene,USA)
를 사용하였다.분리균의 동정을 위한 16S rRNA 증폭용 primer는 유산균속 특이적



primer를 사용하였다(Table1).PCR은 genomicDNA 2.57g을 template로 하고,
DNA polymerase (TaKaRa Co.,Japan)2.5 unit을 첨가하여 Palmcycler(Corbett
Research., Australia)을 사용하여 수행하였다. PCR 온도조건은 95℃에서 5분간
pre-denaturation을 수행하고,72℃에서 10분간 post-elongation을 실행하였다.PCR에
의하여 증폭된 단편은 Qiaquikgelextrationkit(QiagenCo.,Germany)를 사용하여
회수한 후 pGEM-Teasyvector(PromegaCo.,USA)에 ligation하였다.LigationDNA
혼합물의 형질전환 시 TG1을 숙주세포로 사용하였으며,항생제 (ampicillin,50
㎕/mL)가 함유된 LB 고체배지에 도말하여 37℃에서 12시간 진탕 배양하여 Qiaprep
spin miniprepkit(QiagenCo.,Germany)으로 plasmidDNA를 추출하였다.재조합
plasmid는 제한효소 I(TaKaRaCo.,Japan)으로 digestion하여 삽입된 단편의
크기를 확인한 후 한국기초과학지원연구원에 의뢰하여 염기서열을 결정하였다.염기서
열의 상동성 검사는 GeneBankdatabase에 등록된 정보를 대상으로 Blastprogram에
의하여 실행하였다(20).



TTTaaabbbllleee111...SSSeeeqqquuueeennnccceeesssooofffttthhheeeooollliiigggooonnnuuucccllleeeoootttiiidddeeeppprrriiimmmeeerrrsssuuussseeedddiiinnnttthhhiiisss
eeexxxpppeeerrriiimmmeeennnttt

PPPrrriiimmmeeerrrsss OOOllliiigggooonnnuuucccllleeeoootttiiidddeeessseeeqqquuueeennnccceeesss(((555′′′→→→ 333′′′)))

LLLeeeuuuPPP
Forward:GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCG

Reverse:GACCCGGGAACGTATTCACCGCGGC



GenomicDNA extraction
↓

PCRamplificationof16SrDNA usingLABspecificprimer
↓

purificationofPCRproduct
↓

PCRfragmentligationtopGEM-TEasyVector
↓

transformationtothe strainTG1
↓

incubationonLBplatescontaining50㎍/mLampicillin
↓

transformanttoothpickingintoLBbrothcontaining50㎍/mLampicillin
↓

incubationfor12hoursat37℃
↓

preparationofrecombinantplasmidDNA
↓

confirmationoftheinsertDNA bydigestionwithrestrictionenzymeEcoRⅠ
↓

getthesequencedatacommissiontoKoreaBasicInstitute
↓

sequencedatabasesearchesinGeneBankusingtheprogram BLAST

FFFiiiggguuurrreee 111... 111666SSS rrrRRRNNNAAA gggeeennneee ssseeeqqquuueeennnccciiinnnggg ppprrroooccceeeddduuurrreee fffooorrr ttthhheee
mmmiiicccrrrooogggaaannniiisssmmm fffrrrooommm kkkiiimmmccchhhiii
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111...배배배양양양시시시간간간에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

분리균주의 배양시간에 따른 생육도를 조사하기 위하여 30℃에서 24시간 전배양한
분리균주를 1% (v/v)접종하여 48시간 정치 배양하면서 매 4시간마다 A600(Ultrospec
2100pro,Amersham BioscienceCo.,England)에서 흡광도를 측정하였다.

222...배배배지지지의의의 NNNaaaCCClll농농농도도도에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

배지의 초기 NaCl농도가 분리균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,
NaCl을 0,1,3,5,7% (v/v)접종하여 30℃에서 24시간 정치배양한 후 A600에서 흡광도
를 측정하여 확인하였다.실험은 3회 반복하여 평균치를 구하였다.

333...배배배지지지의의의 초초초기기기 pppHHH에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

배지의 초기 pH가 분리균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,1N NaOH
또는 1N HCl로 pH 4.0,5.0,6.0,6.5,7.0,9.0,10.0,12.0으로 보정한 MRS액체 배지에
분리균주를 1% (v/v)접종한 다음 30℃에서 24시간 정치배양한 후 A600에서 흡광도를
측정하여 생육도를 확인하였다.실험은 3회 반복하여 평균치를 구하였다.



444...HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii억억억제제제 활활활성성성

김치에서 분리된 유산균으로부터 억제를 조사하기 위하여,10% horse
serum (GIBCO.,USA)이 첨가된 brucella(Difco.,France)액체배지에 1% (v/v)접종
하여 37℃,CO210% incubator(ASTEC.,Japan)를 사용하였고 회전속도를 조절하기 위
해서 Lacker(Vision.,Korea)를 사용하였다.Brucella평판배지에 400 μL를
분주하고 도말한 다음 멸균된 paperdisk를 올리고 유산균 배양농축액을 100 μL씩 분
주한후 37℃,10% incubator에서 24시간 배양하여 disk주위의 저해환의 생성유무를
확인한 후 억제환을 측정하였다.이때 유산균배양액은 변형된 MRS를 사용하였다.
MRS배지 성분 중 sodium acetate,tween80과 같은 성분이 의 생육을 억제
할 수 있다는 보고에 따라(11),본 실험에서는 위의 두 가지 성분을 제외한 1L당
proteosepeptoneNO.310g,beefextract10g,yeastextract10g,dextrose20g,
ammonium citrate 2 g,magnesium sulfate 0.1 g,manganese sulfate 0.05 g,
dipotassium phosphate2g의 변형 MRS를 조제하여 사용하였다.대조구는 변형 MRS
를 사용하였다.

555...UUUrrreeeaaassseee활활활성성성 억억억제제제 효효효과과과

김치로부터 분리된 유산균의 의 억제능을 조사하기 위하여 urease활성을
측정하였다. 를 BHI (Difco.,France) 액체배지에 계대배양 후 5 mL

배양액을 원심분리 (9,950×g,10min,4℃)한 다음 PBS (phosphatebuffer
saline)로 2회 세척 후 PBS를 가하여 동량 5mL로 맞추었다.BHI액체 배지에 PBS로
세척 후 현탁하여 준비된 배양액을 2% (v/v)접종하였다.MRS액체배지에
서 30℃로 24시간 배양한 각각의 유산균을 원심분리 (9,950×g,5min,4℃)한후 0.45㎛
filter(MiliporeCo.,USA)로 여과한 배양액을 각각 10% (v/v),20% (v/v)를 접종하여



37℃,10% CO2incubator에 24시간 배양하였다(5).Urea액체배지에 와 유산
균이 혼합된 배양액 5% (v/v)를 접종 후 3시간 동안 30분 간격으로 A560에서 흡광도
변화를 측정하였다.대조군으로는 urea액체배지에 유산균 배양상징액이 첨가되지 않
고 만 접종하여 배양한 것으로 하였다(11,12,24,38,53).



제제제 444절절절 분분분리리리균균균주주주의의의 장장장내내내생생생존존존성성성 및및및 안안안전전전성성성

111...내내내산산산성성성 및및및 인인인공공공위위위액액액 저저저항항항성성성

분리균주의 산 저항성 시험으로 우선 단순 산성 pH에 대한 내성의 측정은 1.0N
HCl을 사용하여 pH 3.0으로 조정한 0.05M sodium phosphate용액하에서 시행하였다
(25).인공위액하에서의 저항성은 체내 소화관 조건과 유사한 환경에서 측정하기 위하
여 인공위액을 조제하여 실시하였다.인공위액의 조제는 Kobayashi등의(30)방법을
변형하여 1N HCl을 사용하여 pH 3.0으로 조정한 MRS 액체배지에 pepsin(Sigma
Co.,USA)을 1,000unit/mL가 되도록 첨가하였다.분리균주를 MRS 액체배지에 1%
(v/v)접종하고 30℃에서 24시간 배양한 후 원심분리 (9,950×g,5min,4℃)하여 상징
액을 제거하고 균체를 회수하였다.pH 3.0의 0.05M sodium phosphate용액과 인공위
액을 각각 상징액과 동량으로 첨가하여 30℃에서 2시간 후 0.05M sodium phosphate
용액과 인공위액으로 처리된 유산균을 멸균수로 10배씩 101～107배 까지 희석한 후 잘
혼합하여 고체배지에 100 μL를 도말하여 배양하였다.30℃에서 48시간 배양 후 형성된
colony의 수를 측정하여 내산성과 인공위액에 대한 저항성을 비교하였다.생균수는 3번
씩 측정하였고 대조군으로는 분리균주를 MRS에 배양한 후 (30℃,24시간)측정한
생균수로 하였다.

222...인인인공공공담담담즙즙즙 저저저항항항성성성

인공담즙의 조제는 MRS액체배지에 0.45㎛ filter(MiliporeCo.,USA)로 여과 제
균된 oxgall(SigmachemicalCo.,USA)용액을 0.3% 및 0.5%가 되도록 첨가하였다.
분리균주의 인공담즙에 대한 내성은 인공위액에서 2시간 동안 배양한 배양액을 각각
원심분리(9,950×g,5min,4℃)하여 상징액을 제거하고 균체를 회수한 후 인공담즙액을



상징액과 동량으로 첨가한 다음 30℃에서 24시간 배양하였다.24시간 배양 후 생균수
를 측정하여 인공담즙에 대한 저항성을 비교하였다.생균수는 적정비율로 희석하여 3
번씩 측정하였으며 대조군으로는 분리균주를 동일 조건하에서 MRS배양한 후 측정한
생균수로 하였다.

333...용용용혈혈혈성성성 검검검사사사
김치로부터 분리된 유산균주 4종이 에는 억제활성이 있으나 독성이 없음

을 증명하기 위하여 용혈성검사를 시행하였다.Bloodagarbase(OXOID.,England)를
멸균 후 7% horseblood(OXOID,England)를 첨가 하여 평판배지를 만들어서 분리균
주 4종을 streaking한 후 30℃에서 48시간 배양한 다음 균체 주위에 투명환의 생성여
부로 용혈성을 판단하였다.



제제제 333장장장 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

제제제 111절절절 김김김치치치에에에서서서 HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii 억억억제제제 유유유산산산균균균 분분분리리리

가정집,사찰 및 명가에서 식용되는 김치 중 맛이 가장 좋은 최적 성수기의 김치를
수집하여 마쇄하였다.마쇄한 김치를 멸균수로 적정 배율 희석하여 MRS평판배지에서
48시간 배양하였다.2% CaCO3가 함유된 MRS고체배지에 toothpick하여 투명환을 형
성하는 colony를 유산균으로 잠정적으로 분리하였다. KCCM
41756에 대하여 생육을 억제시키는 유산균주를 분리하였으며,이들 중 억제능
이 우수한 4종을 선발하였다.이 분리균주를 동정하기 전까지 편의상 ML5,CL1,MD1
및 CH2로 명칭하였다.

제제제 222절절절 분분분리리리 균균균주주주의의의 분분분류류류 및및및 동동동정정정

를 억제하는 분리 유산균주 ML5,CL1,MD1및 CH2의 생태학적,배양학
적 및 당대사능을 통한 생화학적 특성,16srRNA 염기서열 분석을 통한 분자생물학적
특성을 살펴보았다.분리균주 4종을 MRS배지에 접종하여 24시간 혐기배양하고 gram
염색을 한 후 광학현미경으로 관찰한 결과 (Table2,Fig.2),분리균주 ML5,CL1,
CH2은 그람양성의 간균이었고 MD1은 그람양성의 구균이었으며 colony는 4종 모두 둥
근형 이였다.표면은 MD1이 거칠하였고 ML5,CL1,CH2는 부드러웠으며 ML5,CL1,
MD1은 크림색을 CH2는 우유빛을 나타내었다.생화학적 특성으로 API50CHLkit을
통한 분리균주의 당대사능을 검토한 결과는 Table3에 나타내었다.분리균주의 16s
rRNA 염기서열 분석을 통한 균주동정을 위하여 분리균주 4종으로부터 chromosomal
DNA를 추출하고 primerLeup를 통해 특정부위의 DNA를 PCR에 의해 증폭하였다.그



결과 ML5은 1,470bp를,CL1은 1,381bp를,MD1은 1,504bp를,CH2은 1,381bp를 결
정한 후 읽어진 16SrRNA 염기서열을 분석하고 (Fig.4,5,6,7)Blastprogram을 사
용하여 상동성을 검색하였다.분리균주 ML5,CL1,MD1,CH2은 각각

99%, 99%, 99%,
98%의 상동성을 나타내었다.분리균주 ML5은 ML5,CL1은

CL1, MD1은 MD1, CH2은
CH2로 각각 명명하였으며 Fig.7에서 16SrRNA 염기서열을 기초

로 하여 분리균주들의 다른 bacteria와의 계통 발생론적 관계를 나타내었다.



TTTaaabbbllleee222...MMMooorrrppphhhooolllooogggiiicccaaalllaaannndddmmmeeetttaaabbbooollliiicccccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsssooofff
ttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnsssMMMLLL555,,,CCCLLL111,,,MMMDDD111aaannndddCCCHHH222

ccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsss MMMLLL555 CCCLLL111 MMMDDD111 CCCHHH222
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FFFiiiggguuurrreee222...GGGrrraaammm ssstttaaaiiinnniiinnngggooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnn
1.IsolateML5,2.IsolateCL1,3.IsolateMD1,4.IsolateCH2
Gram stainkit,BDCo.,USA
magnification

111 222

333 444



TTTaaabbbllleee333...SSSuuugggaaarrruuutttiiillliiizzzaaatttiiiooonnnooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnsssMMMLLL555,,,CCCLLL111,,,MMMDDD111
aaannndddCCCHHH222...

Incubationat30℃ for48hours
+:positivereaction,-:negativereaction

RRReeeaaaccctttiiiooonnn MMMLLL555CCCLLL111MMMDDD111CCCHHH222 RRReeeaaaccctttiiiooonnn MMMLLL555CCCLLL111MMMDDD111CCCHHH222

control - - - - Esculine + + + +
Glycerol - - - - Salicine - + + +
Erythritol - - - - Cellobiose + + + -
D-Arabinose - - - - Maltose - - + -
L-Arabinose + + + + Lactose - + + -
Ribose + + + + Melibiose + - + +
D-Xylose - - + - Saccharose + - + +
L-Xylose - - - - Trehalose - + + +
Adonitol - - - - Inuline - - + -

β-Methyl-xyloside - - - - Melezitose - - - -
Galactose + + + + D-Raffinose - - + -
D-Glucose + + + + Amidon - - - -
D-Fructose + + + + Glycogene - - - -
D-Mannose + + + + Xylitol - - - -
L-Sorbose - - - - β -Gentiobiose - + + +
Rhamnose - + - - D-Turanose - - - -
Dulcitol - - - - D-Lyxose - - - -
Inositol - - - - D-Tagatose - - + -
Mannitol - - - - D-Fucose - - - -
Sorbitol - - - - L-Fucose - - - -

α-Methyl-D-mannoside - - - - D-Arabitol - - - -
α-Methyl-D-Glucoside - - - + L-Arabitol - - - -
N-Acetylglucosamine + + + + Gluconate + + - +

Amygdaline - + + + 2keto-gluconate - - - -
Arbutine - + + + 5keto-gluconate - - - -



FFFiiiggguuurrreee333...111666SSSrrrRRRNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeeMMMLLL555



FFFiiiggguuurrreee444...111666SSSrrrRRRNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeeCCCLLL111



FFFiiiggguuurrreee555...111666SSSrrrRRRNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeeMMMDDD111



FFFiiiggguuurrreee666...111666SSSrrrRRRNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeeCCCHHH222
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FFFiiiggguuurrreee 777...PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccc rrreeelllaaatttiiiooonnnssshhhiiippp bbbeeetttwwweeeeeennn LLLbbb...sssaaakkkeeeiiiMMMLLL555,,,LLLbbb...
sssaaakkkeeeiiiCCCLLL111,,,PPPeeeddd...pppeeennntttooosssaaaccceeeuuusssMMMDDD111,,,LLLbbb...sssaaakkkeeeiiiCCCHHH222aaannndddooottthhheeerrrrrreeelllaaattteeeddd
bbbaaacccttteeerrriiiaaabbbaaassseeedddooonnn111666SSSrrrRRRNNNAAA gggeeennneeessseeeqqquuueeennnccceee



제제제 333절절절 HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii억억억제제제 유유유산산산균균균의의의 특특특성성성

111...배배배양양양시시시간간간에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

분리균주 . ML5, CL1, MD1, CH2
를 30℃에서 48시간 정치배양하면서 매 4시간마다 흡광도를 측정하여 배양시간에 따른
생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여 평균치로 나타내었다.
Fig.8과 같이 ML5, CL1, MD1, . CH2
은 4시간부터 12시간까지 대수적으로 증가 하였고 12～16시간에서 생육도가 최대가 되
었으며,그 이후에는 정지기로 들어가는 것을 관찰할 수 있었다.

222...NNNaaaCCClll농농농도도도에에에 따따따른른른 배배배지지지의의의 생생생육육육도도도

NaCl이 균주 성장에 미치는 영향을 검토하기 위해 MRS액체배지에 NaCl을 0,1,
3,5및 7%가 되게 첨가하여 . ML5, . CL1, MD1,
. CH2의생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여 평균치

로 나타내었다.Fig.9와 같이 4균주 모두 NaCl농도 0%～3%범위에서 A600:5.0이상
을 나타내어 생육도가 왕성하였다.분리균주 중 . ML5,
MD1, . CH2는 0～5% NaCl에서 0% NaCl에 비하여 60%의 생육도를 나타내
었으나,배지 내 7% NaCl농도에서는 급격히 생육도가 감소하여 배지 내 0% NaCl에
비하여 25%의 생육도를 나타내었다. . ML5, MD1, .

CH2는 이로부터 0～5% NaCl범위에서 내염성을 나타내었다. . CL1은
배지 내 NaCl1%이상 농도부터 급격히 생육도가 떨어지는 양상을 보여 다른 3종의 균
주보다 내염성이 낮음을 알 수 있었다.



333...초초초기기기 pppHHH에에에 따따따른른른 배배배지지지의의의 생생생육육육도도도

1.0N NaOH 또는 1N HCl로 pH 4.0,5.0,6.0,6.5,7.0,9.0,10.0,12.0으로 보정한
MRS액체배지에 30℃에서 24시간 정치배양하여 ML5, CL1,

MD1, . CH2의 생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균
주를 측정하여 평균치로 나타내었다.Fig.10과 같이 분리균주 4종 모두 pH 5.0에서 부
터 pH 10.0까지의 범위에서 잘 생육하였으나 pH 5.0이하 pH 10.0이상에서는 급격히
감소하는 생육도를 나타내었다.분리균주 . ML5, CL1,

MD1, . CH2의 최적 pH는 7.0으로 나타났다.

444...HHHeeellliiicccooobbbaaacccttteeerrrpppyyylllooorrriii저저저해해해활활활성성성

분리균주 ML5, CL1, MD1및 .
CH2의 에 대한 저해력을 확인하기 위하여 를 10% horseserum이
함유된 brucella액체배지에 37℃,10% CO2 incubator에서 교반배양 후 고체배지에
도말한 다음 제균된 농축배양액을 paperdisk에 가하여 실험한 결과를 Fig.11에 나타
내었다.각 disk의 저해환을 측정하여 분리유산균의 저해력을 판단할 수 있
었다.분리유산균 4종 중 KCCM 41756에 대한 가장 큰 저해환을 나타낸 것
은 MD1으로 저해환 18.83mm이였고 다음이 . CH217.5
mm, . CL115.50mm, . ML514.60mm의 순서로 저해환이 나타났
다.억제활성은 동일 균종에서도 균주에 의한 차이가 있었으며 균에 의하여 생성되는
항균물질의 생성능력 차이에 기인될 것으로 판단된다.



555...UUUrrreeeaaassseee활활활성성성 억억억제제제효효효과과과

의 생리학적 특성 중 가장 주목할 만한 것으로서 다량의 urease(urea
aminohydrolase)생성능력이 보고되었다.Urease는 1분자의 urea에서 2분자의 암모니
아와 하나의 수소이온을 생성함으로서 pH를 상승시켜 위액의 강한 산성 조건에서도

가 살 수 있도록 도와주는 것으로 알려져 있다(12,26).이와 같이
생존율은 요소분해 효소에 의해서 생성되는 암모니아 존재 시 증가한다고 판단하고 요
소분해 효소의 활성 저해능을 실험해서 의 억제효과를 간접적으로 측정하였
다(5). 를 BHI(Difco.,France)액체배지에 계대배양 후 5mL배양액을 원심
분리 (9,950×g,10min,4℃)하여 PBS(phosphatebuffersaline)로 2회 세척 후 PBS를
가한 다음 동량 5mL로 맞추었다.BHI액체배지에 PBS로 세척 후 현탁하여 준비된

배양액을 2% (v/v)접종하고 제균 된 유산균 배양상징액 각각 BHI액체배
지에 10%,20%를 접종한 다음 37℃,10% CO2incubator에서 24시간 배양한 것을 urea
액체배지 2mL에 위의 배양액 100 μL씩 넣어 30분 간격으로 3시간 동안 A560에서 흡
광도를 측정한 결과는 Fig.12,13에 나타내었다.10% 유산균 배양상징액에서는

MD1저해력이 가장 컸고 다음이 . ML5, . CL1, .
CH2순서였다.Urease활성 저해력이 가장 큰 MD1과 가장

작은 . CH2의 urease활성 저해력 차이는 11% 이상으로 나타났다.20% 유
산균 배양상징액에서는 . ML5가 저해력이 가장 크게 나타났고

MD1, CH2,Lb. CL1순서였다.Urease활성 저해력이 가
장 큰 . ML5와 가장 작은 . CL1의 저해력 차이는 15% 이상임을 확
인할 수 있었다. 에 대한 저해력은 10% 유산균 배양상징액일 때 보다 20%
유산균 배양상징액일 때가 3배 이상 향상되는 것을 확인하였다.유산균 배양액 첨가량
이 많을수록 의 urease활성 억제효과가 큰 것을 알수 있었고 이러한 결과는

의 생육을 억제하는 기작이 요소분해 효소의 활성 억제 때문이라고 주장한
것과 일치하였다(14).



FFFiiiggguuurrreee888...GGGrrrooowwwttthhhcccuuurrrvvveeesssooofffLLLbbb...sssaaakkkeeeiiiMMMLLL555,,,LLLbbb...sssaaakkkeeeiiiCCCLLL111,,,PPPeeeddd...
pppeeennntttooosssaaaccceeeuuusssMMMDDD111aaannndddLLLbbb...sssaaakkkeeeiiiCCCHHH222iiinnnMMMRRRSSSbbbrrrooottthhhaaattt333000℃℃℃
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FFFiiiggguuurrreee999...EEEffffffeeeccctttsssooofffttthhheeeNNNaaaCCClllcccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnnooonnngggrrrooowwwttthhhsssooofffLLLbbb...
sssaaakkkeeeiiiMMMLLL555,,,LLLbbb...sssaaakkkeeeiiiCCCLLL111,,,PPPeeeddd...pppeeennntttooosssaaaccceeeuuusss MMMDDD111 aaannnddd LLLbbb...
sssaaakkkeeeiiiCCCHHH222
IncubationinMRSbrothcontaining0～7% NaClat30℃ for24hours
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FFFiiiggguuurrreee111000...EEEffffffeeeccctttsssooofffttthhheeeiiinnniiitttiiiaaalllmmmeeedddiiiaaapppHHH ooonnngggrrrooowwwttthhhsssooofffLLLbbb...
sssaaakkkeeeiiiMMMLLL555,,,LLLbbb...sssaaakkkeeeiiiCCCLLL111aaannndddPPPeeeddd...pppeeennntttooosssaaaccceeeuuusssMMMDDD111aaannndddLLLbbb...
sssaaakkkeeeiiiCCCHHH222
IncubationinMRSbrothtoadjustthepH 4～12at30℃ for24hours
Allvaluesweremean±S.E.(n=3)
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FFFiiiggguuurrreee 111111... IIInnnhhhiiibbbiiitttiiiooonnn aaaccctttiiivvviiitttyyy ooofff ttthhheee LLLAAABBB aaagggaaaiiinnnsssttt HHH...pppyyylllooorrriii
KKKCCCCCCMMM444111777555666
Incubationinbrucella10% horseserum plateat37℃ and10% CO2for24hours
1.control:MRSbroth(×25,100㎕)
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FFFiiiggguuurrreee 111222...UUUrrreeeaaassseee aaaccctttiiivvviiitttyyy ooofff HHH...pppyyylllooorrriii bbbyyy ttthhheee LLLAAABBB cccuuullltttuuurrreee
sssuuupppeeerrrnnnaaatttaaannnttt111000%%%(((VVV///VVV)))aaaddddddiiitttiiiooonnn
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FFFiiiggguuurrreee 111333...UUUrrreeeaaassseee aaaccctttiiivvviiitttyyy ooofff HHH...pppyyylllooorrriii bbbyyy ttthhheee LLLAAABBB cccuuullltttuuurrreee
sssuuupppeeerrrnnnaaatttaaannnttt222000%%%(((VVV///VVV)))aaaddddddiiitttiiiooonnn
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제제제 444절절절 분분분리리리균균균주주주의의의 장장장내내내 생생생존존존성성성 및및및 안안안전전전성성성

111...내내내산산산성성성 및및및 인인인공공공위위위액액액 저저저항항항성성성

구강을 통하여 섭취된 균이 최종 목적 부위인 장에 도달하기 위해서는 강산성의 위
액을 통과하여 생존해야 한다.따라서 4종의 분리 균주 . ML5,
CL1, MD1및 . CH2에 대하여 단순 산성 pH에 대한 내성
을 측정하기 위하여 pH 3.0으로 조정한 0.05M sodium phosphate용액과 위액에 대한
내성을 알아보기 위하여 pepsin(1,000unit/mL)이 함유된 인공위액을 제조하여 저항성
시험을 실시하였다.산 저항성 여부는 생균수를 측정하여 비교한 것으로,생균수는 적
정비율로 희석하여 3번씩 측정한 것을 평균치로 나타내었다.그 결과 Fig.14,Fig.15에
나타난 바와 같이 4종의 분리균주는 0.05M sodium phosphate용액과 인공위액에서
2시간이 지난 후에도 사멸하지 않고 초기균수 (108～109CFU/mL)를 유지하며 99% 이
상의 높은 저항성을 나타내었다.이는 위에서 생존하여 장으로 이동할 수 있다는 가능
성을 제시한 결과라 할 수 있겠다.순수한 위액의 pH는 pH 1.4～2.0정도로 거의 대부
분 미생물은 여기에서 사멸하게 되지만 섭취한 음식물의 완충작용으로 인해 위의 pH
가 높아진다는 것을 고려한다면 생존율은 더욱 높아질 것으로 사려 된다(27).
지금까지 산에 대한 강한 내성을 지님으로써 probiotics로 기능할 수 있는 유산균들

이 많이 연구되어졌다.그러나 이들 균들의 분리원이 동물의 장이나 분변에서 분리한
것이거나 식품에서 분리한 경우도 대부분 발효유제품에서 분리한 것이고,김치에서 분
리한 유산균의 경우는 이 등의 보고가 있지만(44)인공위액 처리 시 초기 균수 109

CFU/mL에서 107～109CFU/mL을 나타내며 대체로 생균수는 1～2logcycle감소하여
비교적 낮은 생존율을 보였다.
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222...인인인공공공담담담즙즙즙 저저저항항항성성성

본 연구에서 4종의 분리균주는 모두 인공위액에서의 높은 생존율로 인해 위를 통
과하여 장으로 이동할 수 있을 것으로 예측하였다.위를 거쳐 장에 도달하기 위해서는
그 전에 췌장과 십이지장을 통과하게 되는데,이 부위에서는 담즙액이 분비된다.따라
서 최종적으로 살아있는 유산균이 장내로 들어오기 위해서는 담즙액에 대한 내성 또한
갖추어야 할 중요한 특성이다.Gilliland등은 probiotics생균이 가져야할 담즙액에 대한
내성은 oxgall이 0.3% 함유된 배지에서 성장할 수 있어야 한다고 보고한 바 있다(16).
실제로 probiotics생균으로서의 기능을 정상적으로 수행하려면 장내 담즙의 농도 (0.6
g/L)보다 훨씬 많은 oxgall이 함유된 배지에서 성장할 수 있는 내성을 가져야 한다
(21).
인공담즙에 대한 저항성을 측정하기 위하여 분리균주 . ML5, .

CL1, MD1, . CH2의 인공위액 처리전 배양액과 인공위액
저항성 시험을 거친 배양액을 각각 0.3% (v/v)와 0.5% (v/v)oxgall이 함유된 MRS에
30℃에서 24시간 동안 배양하였다.저항성 여부는 생균수를 측정하여 비교한 것으로,
생균수는 적정비율로 희석하여 3번씩 측정한 것을 평균치로 나타내었다.그 결과 0.3%
의 oxgall함유 인공담즙에서 분리균주 4종 모두 초기균수 (108～109CFU/mL)를 유지
하며 초기균수의 98～100%의 높은 생존을 나타내었고(Fig.16),0.5% oxgall에서도의
분리균주 4종 모두 초기균수 (108～109CFU/mL)를 유지하면서 99% 이상의 높은 생존
율을 보였다(Fig.17).우리의 소화기는 위를 통과하여 장으로 도달하기 때문에 이와
동일한 조건에서 실험하기위하여 pepsin(1,000unit/mL)에서 2시간 처리 후 0.3%
oxgall에서 24시간 처리하여 생존율을 확인하였다.Fig.18과 같이 분리균주 4종은
oxgall처리전의 초기균수의 96～98%로 높은 생존율을 보였다.정 등 (56)이 보고한 동
치미에서 분리한 sp.FF-3이 인공위액에서의 저항성이 높은 반면 인공담
즙에서의 생존율이 6%로 나타난 점에 비하면 본 연구에서의 분리균주 . ML5,
. CL1, MD1, . CH2는 99%의 높은 내산성의 기능



을 가졌다고 볼 수 있다.동시에 담즙에 대한 높은 저항성을 나타내어 기존의 연구에
서는 내산성,인공위액처리 및 담즙산 처리 후 (107～109CFU/mL)정도의 생균수만을
나타낸 것과 비교하면 4종의 분리균주 모두 10배 이상 더 높은 장내 정착성을 나타내
었다.위암이나 만성위염의 원인 균인 를 저해하기 위해서는 위속의 강한 산
성 환경에서도 생존해야하므로 이를 저해하기위해서는 유산균 역시 산에 대한 높은 생
존율을 가져야 한다.본 연구에서 분리된 균주 4종은 이러한 요건을 만족시키고 동시
에 장내로 이동한 후에도 장내에서 정장작용의 기능을 수행할 수 있다는 점에서 타 연
구와 차별화 할 수 있다.
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333...용용용혈혈혈성성성 검검검사사사

용혈은 적혈구가 파괴되는 정상적인 작용과 적혈구의 유전적인 결함이나 화학물질,
뱀 등의 독액,미생물이 생성하는 독성물질에 의해서 형성되는 비정상적인 작용이다.
본 연구에서는 김치로부터 분리된 억제 유산균이 유해균에는 활성이 있으나
인체에는 독성이 없음을 증명하기 위하여 용혈성 검사를 시행한 결과를 Fig.19로 나
타내었다.분리균주 4종 모두 용혈성 검사에서 균체주위에 투명환을 생성하지 않아 용
혈반응이 일어나지 않았으므로 분리균주를 적용한 probiotics로의 안전성을 입증하였다.



.
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제제제 444장장장 결결결 론론론

는 1983년 Warren과 Mashall에 의해 발견되었다.음식물과 함
께 위 내강에 들어온 세균이 강한 운동성을 가진 편모를 이용하여 위 점액층을 뚫고
들어간다.위 점액층 내에 위 상피세포층 상부와 세포 간 접합부에 서식하면서 다량의
urease를 분비하여 점액층을 알칼리성으로 변화시킴으로서 gastrin에 의한 위산분비 촉
진을 비정상적으로 과다하게 유도한다.이로 인해 염증,궤양 및 암 등 질병의 원인이
된다.치료법으로 bismuth제재,netronidazole,amoxicillin,tetracycline을 포함하는 3가
지 항균제를 동시에 투여하고 있지만 환자의 순응도,항생제의 내성,재발가능성 내제
및 고비용 등의 문제가있다.
최근에 에 재감염,치료중의 여러 문제점 등의 이유로 천연물질에서의

연구가 활발해지고 있다.본 연구는 여러 천연물질 중 우리나라 고유의 채소 발효식품
인 김치로부터 억제 활성이 높은 유산균을 선별하여 urease활성 억제,장내
정착성 여부,안전성을 확인하였다.분리유산균의 억제능을 규명하기 위하

여 paperdiskassay로 억제환을 측정한 결과 분리균주 4종 모두 를 억제하는
것으로 나타났고 그 중 억제환이 가장 큰 것은 MD1이였다.

의 생리학적 특성 중 주목할 만한 것은 다량의 urease생성인데,이 urease는
pH를 상승시켜 위액의 강한 산성 조건에서도 가 살아갈 수 있도록 도와주는
것으로 알려져있다.Urease활성을 억제하는 것이 의 감염예방을 위한 하나의
방법이 될 수 있기 때문에 분리균주의 urease활성 억제를 측정하였다.분리균주 4종의
배양상징액의 첨가량을 BHI액체배지에 10% 및 20%로 조정하여 urease활성 억제 효
과를 측정한 결과 10% 유산균배양상징액 첨가구에서 보다 20% 유산균 배양상징액 첨
가구에서 urease활성 억제 효과가 3배 이상 크게 나타났다.10% 유산균배양상징액에
서는 MD1이,20% 배양상징액 에서는 . ML5가 강한



urease억제활성이 나타났으나,두 균의 활성억제크기는 오차범위안에 있으므로 유의성
이 없다. 를 억제하는 김치유산균의 장내 정착성 여부 확인을 위하여 내산성,
인공위액 및 인공 담즙액에서 처리한 결과 pH 3.0의 0.05M sodium phosphatebuffer
와 인공위액에서 2시간 처리한 후에도 분리유산균 4종 모두 초기균수(108～109

CFU/unit)를 유지하였으며,인공담즙 저항성 실험의 경우 위액에서 생존 시 위에서 장
으로 이동할 것임을 고려하여 인공위액에서 생존한 균주를 동일조건의 인공담즙에 대
해서도 초기균수 (108～109CFU/unit)를 유지하며 높은 저항성을 나타내었다.이 결과
로 인해 본 연구에서 분리한 4종의 억제 김치유산균 iML5, .

CL1, MD1, . CH2은 위에서 정착 및 생성
을 억제하고 장내 정착하면서 정장 작용을 할 수 있을 것을 확인하였다.김치로부터
분리된 4종의 유산균이 의 억제는 활성이 있으나 인체에는 무독함을 증명하
기 위하여 용혈검사를 시행한 결과 분리 유산균 4종 모두 균체주위에 투명환을 생성하
지 않아 용혈반응이 일어나지 않았으므로 분리 균주를 probiotics로 활용하여도 인체에
안전하다는 것을 확인하였다.분리균주 4종 중 MD1은 억
제환이나 urease생성억제를 가장 크게 하면서 장내정착성 또한 우수하며 인체에도 무
독함을 확인하였다.지금까지 김치로부터 분리된 유산균이 를 억제하면서 다
른 기능을 할 수 있는 probiotics의 가능성을 보았다.Probiotics유산균은 장내까지 생
존하여 정장작용,생존성과 정착성,안전성도 중요하지만 다른 유해세균과의 영양성분
에 의한 경쟁적 이용,실제 장세포에서 생존 가능성 또한 중요하다.앞으로의 연구는
다른 병원균과의 항균활성이나,장세포에서의 정착성 등에 대한 추가적인 연구수행이
요구된다.또한 앞으로의 연구를 통하여 분리 유산균이 어떤 작용에 의해서
를 억제하는지 밝혀내고 그 물질을 규명해야 할 것이다.
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