
년 월2010 8

사학 논문

A Survival Mechanism of

Salmonella enterica serovar

Typhimurium against the Synergistic

Antimicrobial Activity of Acid pH and

Reactive Nitrogen Species(RNS)

조 학 학원

치 생명공학과

박 희 정

[UCI]I804:24011-200000240188



A Survival Mechanism of

Salmonella enterica serovar

Typhimurium against the Synergistic

Antimicrobial Activity of Acid pH and

Reactive Nitrogen Species(RNS)

(산 종 조합 항균 에pH

항하는 살모넬라 생존 메카니 )

년 월2010 8 25

조 학 학원

치 생명공학과

박 희 정



A Survival Mechanism of

Salmonella enterica serovar

Typhimurium against the Synergistic

Antimicrobial Activity of Acid pH and

Reactive Nitrogen Species(RNS)

(산 종 조합 항균 에pH

항하는 살모넬라 생존 메카니 )

수 방 수

논문 학 사학 신청 논문 로 제출함

년 월2010 4

조 학 학원

치 생명공학과

박 희 정



iv

목 차

목 차 ⅰ

표목차 ⅲ

목차 ⅳ

ABSTRACT ⅵ

론.Ⅰ

실험 료 및 방법.Ⅱ

1. 사 균주

균주배양조건

처RNS

균 곡 측정

산 에 한 균 생존 측정RNS

추출RNA

정량 PCR

분Microarray

Western blotting



v

결과.Ⅲ

1. S. 돌연변 주에 산 에Typhimurium rpoS RNS

한 감수

2. 저항 에 해 과정에 여하는RNS ROS RpoS Regulon

역할

3. 산 에 한 새로 존적 전 들 전사RNS RpoS-

4. 산 에 한 단백 발RNS RpoS

5. Staphyloccus aureus rpoS (sigB 돌연변 주에 산)

에 한 감수RNS

고찰.Ⅳ

참고문헌V.

표.Ⅵ

그.Ⅶ

문초록.Ⅷ



vi

표목차

Table 1. Bactrial strains and plasmids 26

Table 2. Primer used for the construction of mutations and

qRT-PCR analysis 27

Table 3. Result of microarray analysis 28



vii

목차

Figure 1. ARNS(Acid pH-mediated Reactive Nitrogen Species)

29

Figure 2. The effect of acidified nitrite (ACN) on the growth

of S.Typhimurium strains 30

Figure 3. Growth curves of WT and rpoS mutant in the media

containing 2mM ACN or spermine NONOate(SperNO;500uM) 31

Figure 4. Survival rate of S.Typhimurium cells after 3mM

ACN(A) and 1mM sperNO(B) challenge 32

Figure 5. The effect of superoxide and RpoS-dependent

reactive oxygen species (ROS) scavenger enzymes on ACN

challenge 33

Figure 6. Effect of SodC, KatE, KatN and GSH for ACN

survival 34

Figure 7. Condition for cDNA microarray analysis of



viii

RpoS-dependent ACN-inducible genes 35

Figure 8. RpoS dependent transcription of ACN inducible

genes 36

Figure 9. Regulation of transcription of RpoS dependent

ACN-inducible genes (qRT-PCR analysis)

Figure 10. Phenotype of the RpoS-dependent ACN-inducible gene

mutants 38

Figure 11. Oxidative and acidifide nitrite induction of RpoS

39

Figure 12. Survival rate of RpoS overexpression in ACN stress

condition 40

Figure 13. Survival rate of S.aureus cells after 3mM

ACN 41



ix



x



1 

 

Ⅰ.    

 

 

Salmonella는  2,500여종  청  가  내 균  숙주에 

나 염 등  키  돼 나 닭과 같  동물숙주 에  식  

가능하여 축 물  한 간감염  문제시 고 다. 연   

Salmonella Typhimurium  에  티 스  같  넬라  키는 

청  Salmonella Enteritidis  함께 축 물에  전 는 식  

주  원 균 다. Salmonella에 염  식물  취하거나 , 강 

경  해 다  숙주에게 전 함  감염 다.  

Salmonella가 숙주동물 내에  생존하  해 는 동물 역체계  

적 할 수  한다. 식물  해 강  들  Salmonella는 숙주  

 동하고, pH2정  강   균  pH 항  시  포 

내  pH  격히 감 시킨다.  해 단   DNA가 고  

균  죽게 다. 하 만 많  종  내 균들   강 에  

남  수 는 커니  갖고  Salmonella  경  (pH5~6) 

 조절 체계   적   해 강  에  생존 할 수 는 

것  져 다(1). 에  생존한 Salmonella는  동하여 

Samlonella Pathogenicity island(SPI)-1에 해 는 단 들에 해  

피 포  시킴  투한다.    식 포에 포식  

pH4~5   Salmonella containing vacuole(SCV)에 러 싸 게 다. 

Salmonella는 SCV  phagocyte respiratory burst에 해 비 는 

superoxide(O2
-), hydrogen peroxide(H2O2) 등 다량  종(reactive 

oxygen species, ROS)  superoxide dismutase(SOD)  catalase(Kat)  

해 에 해 H2O나 O2  해하여 생존할 수 다(2). 그 다  식 포  
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iNOS에 해 생 는 NO에 노출  는 Salmonella    과해 

쉽게   수 다(2, 3). 식 포  라 동하는 Salmonella는 숙주에 

염  키  숙주동물에 라 간 나 비 , 쓸개  동하여 

보균 태  남 거나 적  감염  킨다. Salmonella  식  

동물숙주  T 포에  비 는 싸 에 해 량 생 는 NO   

제 다. NO  매개 는 ONOO-(peroxynitrite), NO3
-(nitrate), NO2

- 

(nitrite)  같  RNS(Reactive nitrogen species)는 amino acid L-arginine 

과 oxygen  합 , NO  O2
-  합 , ONOO-에  NO3

-  전 , NO3
-에  

NO2
-  원에 해 주  생 다(2). 균  단 , 핵 , 포  등에 

 주 (4)  할 수 는 ROS  달  NO는 주  균  생  

제할 수 는 정균 능  갖고 는 것  져 다. NO는 DNA 복제  

흡 과정  해 함  균  식  제하는 것  고 다.  

 pH에 는 Flavohemoglobin Hmp가 Salmonella에 들 는  NO  

해 하여 식 포 내에  식   병  에 여한다(5). Hmp는 

O2- 존  denitrosylase mechanism   또는 미  조건하에  

생  NO  NO3
-  해 시키고,  조건에 는 O2- 적 deoxygenase 

mechanism에 해 NO  N2O  reduction 시킨다(5). 

RNS는 Figure.1에  나타낸 것처럼  pH에  HNO2 에 해 NO+  N2O3, 

NO·  생  폭 다(3).  뿐 니라 식물에 포함  들  

NO3
-는 NO2

-  원 고 H+에 해 HNO2  전  수 다. 동물숙주  주  NO 

공 원  식 포  균 포식  pH가  하므 , 곳에   

pH에 한 RNS 폭  나타날 수 다. 하 만   pH 

경에  균  RNS 해  거   다.    

 과정에 여하는 균 전  찾  하여 Salmonella Typhimurium  

하여 생  균주   시킬 수 는 정   RNS  처 한  
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random transposon mutation screening 하 다.  과정에  체 sigma 

factor, RpoS 전  돌연  견하 다.  

균  전   조절 시스  RNA polymerase holoenzyme에 해 

행 , Esherichia coli  Salmonella Typhimurium과 같  내 균  

6종  sigma factor  가 고 다(6). 각각 고 한 경에   sigma 

factor들  택하여 특정한 전  그룹  전  전  개시한다. 

Housekeeping 전  δD/70(RpoD)는 정 적  내/  경에  필 한 

전  전  하고 δE/24(RpoE)는 포   경, δH/32(RpoH)는 

heat shock, δfliA/28(FliA)는  합 , δN/54(RpoN)는  ,  

δS/38(RpoS)는 stationary-phase 생존에 필 한 전 들  전 에 여한다(6).  

Sigma factor RpoS는 δS, δ38, KatF라고  져 다. RpoS 전 는 

Salmonella  병  에 여하는 global stationary-phase 조절  

적  stationary-phase에   log-phase  경  거   

는다(7, 8, 9). 그러나 UV, oxidative damage, starvation, ethanol 등과 

같  다 한 스트 스 조건  주  log-phase에  RpoS  단  수  

눈에 띄게 가 다(10). 또한 δS는 Salmonella virulence plasmid  spv 

전   조절한다(11, 12). spvRABCD cluster는 Salmonella  

생  조절하여 동물과 람에 전신감염과  킨다(11). 

Salmonella rpoS 돌연 주는 생  비 에 감염 시 colonization 능  

 병   낮게 나타난다(9). 라  RpoS는 global stationary-

phase 조절  병   해 드시 필 한 전 다.  

논문에 는 RNS   스트 스가 복합적  Salmonella에 주는 향과  

RNS 저항  한 global 조절  RpoS  역할  보고  하 다. 
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Ⅱ. 실험 료   

 

1) 균주 

 

본 연 에   Salmonella enterica serovar Typhimurium 생  균주는 

생 에 티 스  키는 14028s 다. 실험에  돌연 주  

plasmid는 Table1에 술하 다. 돌연 주 제 (22) Kirill A. Datsenko  

 수행하 다. chloramphenicol 저항  전 (pKD3) plasmid  

주  Flp recognition target(FRT)-flanked  포함한  PCR  해 

폭하 다. PCR 물에 제한  DpnⅠ  처 하여 λ-Red 조합 

(pTP2223)  시키는 균주에 전  하 다. Chloramphenicol  

들 는 에  target 전 에 항생제 저항 site  갖고 는 colony  

하여 P22  해 phage  제 하고 14028s에  하 다. 각각  

돌연 주는 PCR  해 항생제 저항 site   하 다. 

 

2) 균주 조건 

 

실험에  균주  생  해 는 Luria-Bertani(LB)  0.2% 

glucose  포함한 최 (2g/L H3C6H5O7·H2O, 0.1g/L MgSO4, 13g/L 

K2HPO4·3H2O, 3.5g/L NaNH4HPO4·H2O)  하 다. 조건   해 

LB에 MES 50mM  첨가하여 pH5  맞춘  균하여 하 다.  조건  

경  37℃ incubator에  220rpm  하 고,  조건  경  Sheldon 

Manufacturing  anaerobic chamber에  37℃  standing culture하 다.   

Ampicillin(100㎍/ml)과 kanamycin(50㎍/ml), chloramphenicol(50㎍/ml) 

항생제  에 넣  하 다. 
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3) RNS 처  

 

  공여체  sodium nitrite(NaNO2)  spermine NONOate(sperNO)  

처  하 다. sodium nitrite( 염)는 Sigma-Aldrich  하 고 

할 다 1M sodium nitrite  만든  필 한 농  희 하여 했다. 

Spermine-NONOate(sperNO)  ONOO- 공여체   SIN-1 chloride는 cayman 

chemical company   하 다. sperNO  SIN-1 chloride는 500mM  -

80℃에 보 하 다. 

 

4) 균  곡  정 

 

 조건에  RNS(sodium nitrite, sperNO) 농   Salmonella  생  

 정하  해 LB 에  16시간 동  한 균주  PBS에 OD600=1  

 희 하 다. RNS  포함한 에 OD600=1  희 한 균주  OD600=0.02가 

 동  microplate에 접종하 다. microplate  Bioscreen C 

Microbiology Microplate reader에  37℃, 하여 24시간 동  하 고 

30 다 OD600값  정하 다. 

 

5)  RNS 에 한 균 생존  정 

 

LB 에 하룻  한 균주  PBS MES(pH5)에 OD600=0.01   희 시킨 

 sodium nitrite 3mM과 sperNO 1mM  처 하 다. SOD(Sigma)  경  

300unit/㎖  처 하 다. 37℃ incubator에  standing culture하여 

2시간 다 CFU(colony forming unit)  정하여 균주  생존  보 다. 

CFU는 37℃에  16시간   colony 수  정하 다. 든 균  생존  
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정 실험  3  복하여 실험하 다. 

 

6) RNA 추출 

 

하룻  한 균  1:1000  희 하여 37℃, 220rpm  LB MES 에  

OD600 값  0.4가  키   sodium nitrite  처 하   균 15ml과 

sodium nitrite 3mM  처 한  1시간 째 균 15ml  수하 다. 15ml  

균  5% phenol(95% EtOH) 3ml  넣고 10초  vortexing  ice에  

20 간 incubation 하 다. 4000rpm  4℃에  10 간 원심  하 다. 

Phenol  전히 제거한 균 pellet  TE buffer(lysozyme 50mg/ml)에  

하 다. 37℃에 20 간 incubation 하  5 다 vortexing하 다. 

RNA는 Qiagen  RNasey mini kit  하여 추출하 다. DNA  제거하  

해 Qiagen  RNase-free DNase  2시간 동  처 하 고, RNA 전 동  

해 DNA에 염   RNA  하 다.  

 

7) 정량 PCR 

 

Qiagen  RNasey mini kit  RNA  한  Promega  Random primer, 

RNasin, Invitrogen  SuperscriptⅡ RTase  하여 cDNA  합 하 다. 

Solgent  e-taq  하 고, PCR 조건  95℃;5min, 95℃;40sec, 

50~55℃;30sec, 72℃;1min(20cycles), 72℃;7min  하 다. Primer는 IDT  

Bioneer 에  제 하여 하 고, 16s rRNA   하 다. 

 

8) Microarray  
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LB 에  16시간 한 생 과 rpoS 돌연 주  LB MES pH5 에 

1:1000  희 한  OD600=0.4가  키   sodium nitrite 3mM  

1시간 처 한 균주  처 하   control 균주  비하여   

RNA  추출하 다. 50㎍  고농  RNA에 Amersham  Cy3-dUTP, Cy5-dUTP  

하여 labeling하고 superscriptⅡ RTase  하여 cDNA  합 하 다. 

Salmonella 균주  든 ORF 전  DNA가 포함  microarray chip에 각 균주  

total RNA   label  cDNA  Salmon sperm DNA  넣고 5 간 끓   

pre-hybridization시킨 chip에 말하여 커 라스  고 빛  차단하여 

42℃에  하룻  동  hybridization하 다. Chip  scanning  해 2XSSC  

0.1%SDS  포함한 에 5  동  1 (42℃), 0.1XSSC  0.1%SDS  포함한 

에 10 간 1 , 0.1XSSC 에 1  4  척하 다. ebiogen  

microarray scanning  하여 각 균주  전  전   비   하 다. 

 

9) Western blotting  

 

생  균주  LB에  하룻동  한 균주  1:1,000  희 하여 LB 

MES(pH5)에 OD600 값  0.4가   키   sodium nitrite 3mM 또는 

sperNO, spermine 1mM  처  전,  균  했다. 균  4℃, 

4000rpm  10 간 원심   50ug/ml  chloramphenicol  포함한 PBS  

2  척하 다. Sample  0.01% SDS  포함한 PBS에 resuspension  

Sonicator 하여 균  다. BIO-RAD  DC protein assay reagent  

하여 단  정량하여 15ug  total cellular 단  12% 

polyacrylamide-SDS gel에 전 동 하 다. 전 동  nitrocellulose 

membrane에 transfer하  Ponceaus S(Sigma)염  해 정하게 

전 동  단  드  하 다. Membrane  RpoS 항체  1:2000  
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0.05% skim milk 포함한 TBST에 에  4시간  또는 4℃에  하룻  

동  하 다. TBST 에  10  3  척하 다. Secondary anti-

mouse-HRP conjugated antibody는 1:5000  TBST에 희   에  2시간 

 하 다. TBST 에  10  3  척하 다. Anigen  

PowerOpti-ECL western blotting Detection reagent  하여 X-ray 필 에 

하 다. 
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Ⅲ. 결  과 

 

S. Typhimurium  rpoS 돌연 주에   RNS에 한 감수  

 RNS  제공하  해  pH 조건 (pH 5.0)    에 NO 

donor  sodium nitrite  sperNO  처 하여 하 다.  조건  균  

replication  제시킬 수 다. Random mutagenesis  하여 rpoS 

돌연 주  screening하 고, 하룻  한 균  LB MES pH5.0 에 

1:100  희 하여 sodium nitrite  2mM  처 하여 37℃에  220rpm  

20시간 동  하 다(Figure. 2). Sodium nitrite  처  하   생 , 

rpoS, hfq 돌연 주  OD600 값  각각 4.1, 3.27, 3.98  크게 차  

보  다(Figure. 2). 생  sodium nitrite 처  20시간  OD600 

값  3 , 에 비해 rpoS 돌연 주  OD600 값  0.17정  생  

격히 감 하는 것  볼 수 다(Figure. 2). hfq 돌연 주 역시 sodium 

nitrite 처  시 OD600 값  0.04  생  제 는 결과가 나 다(Figure. 

2). Hfq 단  rpoS mRNA에 결합하여 RpoS 역  다(18). 라  

hfq 돌연 주는 RpoS 단  합 할 수 므  hfq 돌연 주  

 rpoS  돌연  과  볼 수 다. 조건  sodium nitrite는 

농 가 높 수  Salmonella  생  또는 에 향  주는 것   

하 다. 특히 rpoS 돌연 주  경  생 에 비해 2mM 농 에  높  ACN 

감수   할 수 다(Figure. 2).  

RpoS 는 다 한 스트 스조건에  , rpoS 돌연 주는 러한 

스트 스 조건에  높  감수  갖는다.   ROS  포함한 

스트 스 조건 에 조건  RNS 가 생 과 rpoS 돌연 주에  

 보 는  보  한 실험  하 다. pH5.0 에 OD600 값  

0.2 가  희 한  생 , rpoS 돌연 주에 sodium nitrite 2mM, 
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sperNO 500uM  처 하여 24 시간 동  30  다 균 OD600 값  

정하 다(Figure. 3).  결과 생 에 비해 sodium nitrite  sperNO  

처  했   rpoS 돌연 주  생  연 는 것  볼 수 다(Figure. 3). 

sodium nitrite  sperNO  처 하   균주  경  시 log-phase 에 

들 가는 것에 해 sodium nitrite  경  생  5 시간, rpoS 

돌연 주는 16 시간 정  lag-phase 가 는 결과  보 다(Figure. 3). 

sperNO  경  생  6 시간, rpoS 돌연 주는 10 시간  나  log-

phase 에 접 드는 것   수 다.  

Sodium nitrite 가 Salmoenlla  생  제 에 균  하는  RpoS 가 

여하는  보  해 RpoS   많  stationary phase 균  

해 ACN killing test  하 다. 과  조건  rpoS 

돌연 주에 ACN 3mM 처 시 2 시간 정 에 거  죽는 것  볼 수 

다(Figure. 4A, B). 과  조건  결과  비 했    

killing test  결과에 는 생 과 rpoS 돌연 주  6 시간 째 생존  

10000fold  차 가 났다(Figure. 4A).  killing test 에  100fold 

정  차  보 다(Figure. 4B). Sodium nitrite 는 가 많  존 하는 

조건에  rpoS 돌연 주  생존   크게 감  시키는 결과  볼 수 

다(Figure. 4A, B). rpoS clone  rpoS 돌연  주에 한 경  생 과 

비슷하게 감수  복 는 것   하 다(Figure. 4A, B).  sperNO 

1mM 처  시  실험과 비슷하게 생 에 비하여 rpoS 돌연 주  경  

생존  크게 감 하는 것  볼 수 다(Figure. 4C). rpoS 돌연 주에 

SperNO  처 한 경  2 시간 내에 거  든 균들  죽 다. Data 에는 

나타나  만 pH7 조건에 는 rpoS 돌연 주  sodium nitrite 에 한 

감수  전  나타나  다. NO 는 정균  만  한다고 져 는 

것과는 달   pH  동시에 NO 스트 스가 주 졌   생  균주에  
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생존  감 하는 것  보  균  갖고 는 것   수 다.  

결과  RpoS 는   스트 스 에  RNS 스트 스에   

능  하는 것  하 다.  
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RNS 저항 에  ROS 해 과정에 여하는 RpoS Regulon  역할 

식 포  NADHP phagocyte oxidase가 생 하는 O2
- 는 ROS   

포에 oxidative 스트 스  다. 는 superoxide dismutase(SOD)에 해 

H2O2  전   catalase에 해 H2O  해 다. O2
-는 NO  결합하여 ONOO-

 할 수 , 는 균  생존에 큰  다. rpoS 돌연 주에 

 RNS  처 했   생존  낮게 나타나는 것   RNS가 닌 O2
- 

과  수 다. SOD  처 하  O2
-가 H2O2  전  문에 O2

-에 한 ONOO-

 생  감 하게 다. SOD  처  하여 O2
-  ONOO-  제거한   

RNS에 한 rpoS  감수  보 다(Figure. 5). 과  조건  

 RNS  처 한 태에  rpoS 돌연 주에 SOD  처 했   생  

만큼  니 만 1% 정  SOD  처 하   rpoS 돌연 주에 비해 

100fold 정   RNS에  복 과  보 다(Figure. 5). 라  rpoS 

돌연 주는 O2
-나 ONOO-에 해 생존  감 하 만 SOD 처 시 생 만큼 

복     ONOO- 에  RNS가 생존  감 가 생존  

감  주  원    수 다.  

RpoS regulon   SOD(SodCⅡ)  catalase(KatE, KatN) 전  

돌연  제 하여 O2
-  H2O2  해하  하게 한  ACN 3mM  처 하여 

CFU  정하 다. ACN 3mM 처  시 6시간  sodC, sodCkatE, sodCkatEkatN 

돌연 주는 생 과 한 생존  보 다(Figure. 6A). O2
-  H2O2  해 

하  하는 들 돌연 주들  여전히  RNS에 저항  갖고 는 

것  볼 수 다. 라    ROS-  RpoS-regulon 

전 들   RNS 는 무 한 것  다.  

Glutathione(L-g-glutamyl-L-cysteinylglycine, GSH)는 거  든 생물체 

내에  합 , 강 한 전  공여 능  가 고   포 내  

경  원시킬 수 는 것  져 다(13). GSH가  RNS 스트 스에 
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해 Salmonella  보 에 한 향  주는  실험하 다. GSH 5mM  

ACN과 함께 처 한  2시간 다 는 균 수  정 하 다. GSH  

ACN  함께 처 한 경  ACN만 처 한 rpoS 돌연 주에 비해 ACN 감수  

10-fold정  감 하 다(Figure. 6B). rpoS 돌연 주에 GSH  처  한 결과 

1% 하  생존  보여  RNS에 한 복 과가 미미한 것  결  

내  수 다(Figure. 6B).  결과  Salmonella  ROS 스트 스 내 에 

여하는 것   RpoS가    커니  

Salmonella  RNS-특 적   RNS 내 에 여한다는 것   수 

다(Figure. 6A, B).  
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 RNS에 한  RpoS- 존적 전 들  전   

 든 실험에 는 조건에  NO 스트 스  주 다. Salmonella  ACN 

감수  단순히  pH 또는 sodium nitrite에 한 결과는 니 는  

하  해 pH5  pH7  에  생  균주  OD600값  0.4가   

키   sodium nitrite 3mM  처 하 다. pH7  에 는 sodium 

nitrite  처  한 것과 처  하   에  동 한 생  보 다. pH5 

에 는 sodium nitrite 처  시 눈에 띄게 생  제  무것  처  

하   균주  경  pH7  조건에  생 한 것과 동 하게 생 하는 것  

볼 수 다(Figure. 7). 라  Salmonella  ACN 감수   조건과 

sodium nitrite가 복합적  Salmonella  생  제 하는 것   수 다.  

 RNS에 하는 RpoS 존적 전 들  하  해 Figure. 7  

결과  탕  pH5   조건에  sodium nitrite  처 하여 cDNA 

microarray  수행하 다.  

 RpoS-dependent 전   전 들 는 sod, katE, otsA, 

poxB, ycgB, yeaG등  다(8, 14, 15). 전  전 체  결과 

Salmonella  4600여 개  전   ACN에 해  고 RpoS에 존적  

전  induction fold  나타냈다. ACN처  전  sample  비 한 결과  

180개 정  전  전 가 ACN에 해 5   는 것  

하 다(Figure. 9, Table. 3).   ACN에 해 10    

RpoS- 존 가 5   전 들   qRT-PCR  하 다(Figure. 9). 

yfiA(ribosome associated factor), ycgB, yliH, yhaK, yhcO, yeaH (putative 

cytoplasmic 단 ), yecG(putative universal 스트 스 단 ), STM3688, 

ybfA(putative periplasmic 단 ), yqjI(putative transcriptional 조절 ), 

ychH(putative inner membrane 단 ), dps(스트 스  DNA-binding 

단 ; starvation induced resistance to H2O2), ygaU(putative LysM domain), 
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acpD(acyl carrier 단  phosphodiesterase), ybaY(glycoprotein / 

polysaccharide metabolism), otsB(trehalose-6-phosphate phophatase, 

biosynthetic), hcp(hybrid cluster 단 ; similar to prismane-protein 

homolog), STM1324, uspA(universal 스트 스 단  A), blc(outer membrane 

lipoprotein)  ACN 3mM 처 시 전 가 가   전 는 RpoS가 

조절하 다(Figure. 9). Microarray 결과  qRT-PCR  해 전 가 가함  

한  전 들  NO   연    정 한 

능 또한   다. Figure. 9  결과   ACN에 해 

고 RpoS에 존적  전  돌연 주  제 하여 ACN 2mM과 sperNO 

500uM  포함한 에  30 다 생  정하 다. 16개  돌연 주 

가  5개  돌연 주가  RNS 처 시 생 보다 간 생  제 는 

것  하 다(Figure. 10). 라  ACN- , RpoS- 존적 전  

돌연 주는  RNS에 한 감수  갖는 것  보 다.  결과는 

 RpoS regulon 각각  전  능보다는 전체 RpoS regulon 전  

공동 역할  한 것  보여 다. 
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 RNS에 한 RpoS 단    

RpoS는 oxidative 스트 스 조건에  는 것  져 다(8). 그  

H2O2  SIN-1 chloride 처  시 RpoS 단     보 는  

보 다. SIN-chloride는 NO  O2
- 공여체  ONOO-  생 한다(Figure. 5). 

OD600=0.3~0.4 정  log-phase 균주에 H2O2 1mM과 SIN-1 chloride 750uM  한 

시간 동  처  한  RpoS 단   보 다(Figure. 11A). H2O2  SIN-

1 chloride  처  하   균주에  RpoS는 전    다(Figure. 

11A). 그러나 H2O2 처  시 RpoS   눈에 띄게 가하는 결과가 나  

SIN-1 chloride 처  한 균주  경  H2O2만큼  니 만 RpoS   가 

하 다(Figure. 11A).  결과  보  RpoS는 oxidative 스트 스에   

가하는 것   수 다. 

전  실험 결과에  볼 수 듯  rpoS 돌연 주는  RNS에 높  

감수  나타낸다(Figure. 2, 3, 4A). 라  러한 rpoS 돌연 주  

감수  RpoS가 NO   스트 스 조건에  Salmonella  생존  해 

한 역할  하고  것 라는 짐  할 수 다.  논문에 는 western 

blot  해 RpoS 단    pH에 라  차  보 는  

실험하 다. pH7 조건에  생  균주에 sodium nitrite 처  시 RpoS 

단  sodium nitrite 처  1시간  조  다(data not shown). 

그러나 pH5 조건에 는 sodium nitrite 처  30  에  격히 RpoS  

가하는 것  할 수 다(Figure. 11B). 라  RpoS 단  ACN 

스트 스 하에   는 것   수 다. sperNO 1mM  처  한 경  

찬가  log-phase에  RpoS 단   가하 다. 

Hnr  RpoS 조절  mutation 시 RpoS  과다  시킨다. 결과에  볼 

수 듯  hnr 돌연 주에 는 log-phase에  sodium nitrite 처   

 하룻  한 생  균주  비슷하게 RpoS 단  과다 는 
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것  볼 수 (Figure. 11C), 생  균주  경  sodium nitrite  처  

하   RpoS 단  가하는 것  볼 수 다.  RNS 스트 스에  

Salmonella가 남  해 RpoS가  역할  한다는 가정하에 RpoS  

 가 는 hnr 돌연 주  log-phase 태에  ACN killing test  

해보 다. OD600값  0.5가   ACN 3mM  처  한  2시간 다 

생존  보 다(Figure. 12). 4시간  생  경  1%, rpoS 돌연 주  

경  생존  0.04% 정  감 하 고, hnr 돌연 주는 4시간 는 

7%정  6시간 에 1% 하  감  하 다(Figure. 12). 생  경  log-

phase에 는 RpoS   거   문에 ACN에 한 감수  하룻  

한 균주  killing test결과에 비해 높  것  볼 수 다(Figure. 12). 

hnr 돌연 주는 생 나 rpoS 돌연 주에 비해 생존  높  것  

보  는 RpoS  과다  한 결과  할 수 다. 라  RpoS가 

는 정 에 라  RNS 감수 에 향  주는 것  다.  
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Staphyloccus aureus  rpoS (sigB)돌연 주에   RNS에 한 

감수  

S. aureus는 그람 균  나라에  Salmonella  Vibrio 다  

식  많  키  에 , 농  염  등  하는 고병원  

균 다. S.aureus에는 S.Typhimurium, E.coli, Vibrio spp.  같  그람 

균  RpoS  같  역할  하는 SigB가 존 한다. SigB 역시 RpoS  같  

체 sigma factor  heat shock, ethanol, high osmolarity  같  

스트 스 조건에   가 다(16). S.aureus 균주에  S.Typhimurium과 

같    RNS에 한 killing assay  실험 해 본 결과  

조건에  생  균주에 비해 sigB 돌연 주  생존  10   낮게 

나타났다(Figure. 13).  결과  보   RNS는 그람 균 뿐만 니라 

그람 균에  균  생존에 향  주  에 한 저항 에 RpoS(SigB)가 

여함   수 다. 
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Ⅳ. 고  찰 

 

동물숙주는 식 포  해 NO3
-, NO2

-  같  RNS  생 하여 균  병  

에 항한다. 식 포  iNOS  생 는 NO는 균에 항하  한 

천  역물  숙주에 드시 필 하다. 그러나 균  러한 항균  

RNS  생존하여 숙주에 감염  시키  해 에 항하는 보   

갖고 다. NO3
-, NO2

-는 가 취하는 채  같  식물에 해 체내  

흡수 거나 여러 가  에 해 동물숙주 내에 존 하 만(4)  

논문에 는 식 포에  비 는 RNS에 점  다. ROS 는 달  RNS는 

균과 숙주간  에 한 연 가 미흡한 실정 다. NO, NO3
-, NO2

-는 

  SCV에 해 HNO2 할 수 다.   NO  학적 조 에 

해 생 는 여러 종  RNS는  pH  복합적  균  생 에  큰 

 주  Salmonella는 러한 스트 스 조건에  생존하여 숙주감염  

해 남  한 커니  갖고 다.  

Hfq는 E.coli  S. Typhimurium에  rpoS mRNA  역  해 필 한 

전 다. 정 적  조건에 는 OxyS에 해 rpoS mRNA  역  제  

는 RprA  DsrA sRNAs(small non-coding mRNAs)  역  가하게 

다(10, 17, 18). DsrA sRNAs는 Shine-Dalgarno(SD)  보적  염 열  

갖고  3`-말단에 stem-loop  하여 RpoS  역  제한다(17). 

그러나 Oxidative 스트 스  같  경적  스트 스가 주  Hfq에 해 

DsrA sRNAs  SD  수 결합   DsrA-RpoS complex가  RpoS  

역  촉 다(18). 정 적  경  stationary phase 태  균주에 는 

RpoS 수  높게 나타나 만 hfq deletion 돌연 주에 는 RpoS 역  

감 에 해 RpoS 수  격히 감 한다(19).  
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Hnr(RssB)  RpoS  단  해 조절  hnr 돌연 주는 RpoS  과다 

 시킨다. Phosphorylated-Hnr (Hnr-P)  δS  1:1  결합할 수  

Hnr-P complex는 ClpXP  식하여 결합함  ATP  하여 δS  

proteolysis  한 degradation  가시킨다(20). Figure.11C  해 hnr 

mutation시 δS  degradation  격히 감  RpoS 단  과다  는 

것   하 다. δS는 ClpXP  식할 수  드시 Hnr-P  complex  

할 경 에만 δS  degradation  난다. Western blot  해  

RNS에 해 RpoS   가하 (Figure. 11B) log-phase 균주   RNS 

killing test결과 생 에 비해 hnr 돌연 주  생존  1000-fold  

높게 나타남  하 다(Figure. 12).  결과는 hnr mutation시 δS  

proteolysis가 제  RpoS  과다  해  RNS에 한 저항  

갖게 는 것  보 다. 

RpoS는 병    전  spv   조절하여 숙주  전신감염에 

향  다(11). In vivo  in vitro 에  실제 rpoS 돌연 주  

virulence가 격히 감 한다. 최근  RpoS-dependent 전 는 

스트 스   gadA, katE, osmY가  에 arginine degradation : 

astCADBE putrescine degradation : puuABCD, fatty acid oxidation : fadBA, 

fadE, virulence : ler, espI, cesF 등  다(21). 러한 전 들  rpoS 

돌연 주에   적게 나타난다(21).  RpoS 연 는 oxidative 

스트 스에  히 행    RNS에  연 는 거  

다.  논문  해  RNS는 Salmonella  생  제시키고  

시키는 것   하 다. 특히 러한  rpoS 돌연 주에  

저하게 나타나  rpoS clone  한 균주  경   RNS에 한 

감수  복 는 결과  하 다. 그 고 과  조건에  

SOD  처 하여 RNS감수  비 한 실험  해 ROS에 한 oxidative 
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스트 스  다  커니  갖고  짐 할 수 다. 듯 RpoS가 

oxidative 스트 스 에 nitrosative 스트 스   한 역할  

하고 는 것   수 다.  

결 적   논문에 는  RNS는 Salmonella  생존에 큰   수 

만 RpoS- 존적 RNS  전 들에 해 생존할 수 다는 실  

하 다. RpoS는 ROS 는 다  RNS-특 적 보  커니  갖고  

 RNS에  할  log-phase 태  균주에  단   가한다. 

또한 수많  RNS-  전 들  전  가 시킴  RpoS는 RNS에 한 

균  저항  향 시킨다. RpoS는 Salmonella 뿐만 니라 그람 균  

Staphylococcus에   RNS에 감수  갖는 것   다. 라  

 균과 동물숙주간   연 에  RpoS에 한 역할  조  

할 필 가 다. 
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Ⅵ.  

 

Table 1. Bactrial strains and plasmids.  
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Table 2. Primer used for the construction of mutations and qRT-PCR analysis. 

primer name primer DNA sequence primer name primer DNA sequence 

16srRNA FWD tttacggcgtggactaccag yhcO FWD cgcagtttatcaggcaggtg 

16srRNA REV atctggaggaataccggtgg yhcO REV gggctaaaagcgtttctgga 

YeaG FWD accatattaggctcgccgat ychH FWD gcggcaacgtttgtcatagt 

YeaG REV ctatcgccagcgttacgaag ychH gtaacgtgctgatggggttg 

YhhA FWD gcagattcagcagcagggta glgS FWD ttagtgttctaattctaaccttttcgc 

YhhA REV ggaatggtttagcatccggt glgS REV taaataatttcgattttctggcg 

yfiA FWD attactccggcaatccgc dps FWD ggaatttatcgaggtcgcgt 

yfiA  REV gacgaagctggcatctttca dps REV tcatgagatgctggatggct 

STM2699 FWD gcaagcaccgacttcttcaa ygaU FWD aaaactgactttcagccgcc 

STM2699 REV cgcgccagtatttcattaaca ygaU REV caagcgaggtgaatatggga 

ycgB FWD ttatccgcagaaacagacgc acpD FWD ctggcgctgtctgatgaact 

ycgB REV ggcaatatccggaaaccagt  acpD REV cggcaaagacaaaattcacg  

yecG FWD catattcttgtcgccgttgc ybaY FWD actcgtgcacatcgtaagtgg 

yecG REV ccgcaaatgaccagatcaac ybaY REV atgggttaaacggcaacaca 

yliH FWD cgttgacagactgagaaccga otsB FWD cagacatcgggtacgctttc 

yliH REV aaggtcggacaatcatggtg otsB REV caggctccggaacatgaag 

STM3688 FWD ccgccgttaacctctttctt hcp FWD aatgcacttgccttcagtcg 

STM3688 REV ggtcccacatggaggatcta hcp REV ctgctgtgcctgtacggtct 

ybfA FWD tttttgtccgtcgtgctttc STM1324 FWD gttgcccaagaataaacgca 

ybfA REV aagtcgcaggtggctttttc STM1324 REV tttaagcgagcaagtcggtg 

wraB FWD ttgatccaggaaggtacgca uspA FWD aacgcgaaaatctccctcat 

wraB REV tggcaaagattctggtgctc uspA REV tgtcaacgtgaacggtgttg 

yqjI FWD tctaaataagcaggaggcaatg STM3774 FWD acgtcgcacggtctacactt  

yqjI REV cccccgtcaggttttctatc STM3774 REV aatatgctgctggttcccct 

yeaH FWD cgcgccagagagttttgtag blc FWD atcgataaaagctcgcggat 

yeaH REV ccagaatgatcgcattgagc blc REV ggctgggttgagtaccgact 
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Table 3. Result of microarray analysis. 

 



29 

 

Ⅶ. 그   

Figure 1. ARNS (Acid pH-mediated Reactive Nitrogen Species).  

Animal hosts produce NO as an antimicrobial factor. NO and NO-derived 

reactive nitrogen species (RNS) are generated mainly by the inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) of phagocytic cells and chemical synthesis in 

the stomach from dietary nitrate.  
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Figure 2. The effect of acidified nitrite (ACN) on the growth of S.

Typhimurium strains. 

Wild-type, hfq, rpoS mutant S. Typhimurium cells were cultured in the 

media containing 0, 1, 2mM ACN for 24 hours. (WT;black bar, hfq 

mutant;gray bar, rpoS mutant;dark gray bar) The experiment was repeated 

three times with essentially identical results. 



31 

 

 

Figure 3. Growth curves of WT and rpoS mutant in the media containing 2mM 

ACN or spermine NONOate (SperNO; 500uM). 

Growth of WT(square), rpoS mutant(circle) salmonella in presence or 

absence of sodium nitrite(2mM) and sperNO(500uM) at pH5.  
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Figure 4. Survival rate of S. Typhimurium cells after 3mM ACN(A) and 1mM 

sperNO(B) challenge. 

Overnight-cultured bacterial cells were exposed to ACN in aerobic and 

anaerobic conditions(WT;rhombus, rpoS mutant;square, rpoS clone;triangle). 

The experiment was repeated three times with essentially identical results. 
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Figure 5. The effect of superoxide and RpoS-dependent reactive oxygen 

species (ROS) scavenger enzymes on ACN challenge. 

(A) and (B) The effect of SOD (300units/ml) in aerobic (A) and anaerobic 

(B) ACN challenges. The experiment was repeated three times with 

essentially identical results. 
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Figure 6. Effect of SodC, KatE, KatN and GSH for ACN survival. 

(A)ACN challenge of S. Typhimurium cells lacking RpoS-dependent 

superoxide dismutase (SodCII) and catalases (KatE and KatN). sodCII, 

katE and katN are currently known as RpoS regulon genes for ROS 

detoxification. (B)WT;rhombus, rpoS mutant;squar, rpoS mutant+GSH 

5mM;triangle. The experiment was repeated three times with essentially 

identical results. 
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Figure 7. Condition for cDNA microarray analysis of RpoS-dependent ACN-

inducible genes. 

(A) and (B) The growth of the WT S. Typhimurium in presence(■) or 

absence(□) of sodium nitrite at pH7 (A) and pH5 (B). The growth rate was 

decreased after treatment with sodium nitrite at pH5, while unaffected at 

pH7. 
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Figure 8. RpoS dependent transcription of ACN inducible genes. 

Cells incubated 1 hour after sodium nitrite treatment were collected. 

cDNA was labeled from total RNA and subjected to Salmonella cDNA 

microarray analysis. Data represents fold ratio of RpoS dependence of 

transcription of ACN inducible genes [fold induction of ACN (intensity of 

pH5/ intensity of pH7) in wt versus rpoS mutants]. 
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Figure 9. Regulation of transcription of RpoS dependent ACN-inducible genes 

(qRT-PCR analysis). 

Transcription of exponential-phase cells in the absence(-) or presence(+) 

of 3mM ACN. ACN induces RpoS target gene transcription in ACN stress 

condition. rrsD(16S rRNA) was control housekeeping gene. 
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Figure 10. Phenotype of the RpoS-dependent ACN-inducible gene mutants. 

Growth of WT and RpoS-dependent ACN-inducible gene mutants bacteria was 

measures in LB MES(pH5) medium or in the presence of 2mM ACN(A), 500uM 

sperNO. 
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Figure 11. Oxidative and acidifide nitrite induction of RpoS. 

Early log-phase cells (O.D.600nm~0.4) cultured in LB-MES media (pH 5.0) 

were treated 3mM sodium nitrite. Cells were harvested at the times 

indicated and processed for immunoblot analysis using an anti-RpoS 

monoclonal antibody. 
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Figure 12. Survival rate of RpoS overexpression in ACN stress condition. 

Log-phase bacterial cells were exposed to 3mM ACN in aerobic condition 

(WT ; rhombus, rpoS mutant ; square, hnr mutant ; triangle). The experiment 

was repeated three times with essentially identical results. 
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Figure 13. Survival rate of S.aureus cells after 3mM ACN. 

Overnight-cultured bacterial cells were exposed to ACN in aerobic 

condition(WT ; dark square, sigB mutant ; clear square). The 

experiment was repeated three times with essentially identical 

results. 
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Ⅷ. 문초  
 

 

 pH  종 조합  항균 에  

항하는 넬라 생존 커니  

 

 

 

 희 정 

조 학  학원 

생 공학과 

수 :   수 

 

많  종  병원  균들  람  포함한 동물숙주에 감염  킬 수 

다. 균감염에 항하  해 동물숙주는 항균  생 한다.  

종(reactive nitrogen species, RNS)  병원  균  병  제 할 수 

는 강 한 항균   하나 다.  RNS는 식 포  inducible nitric oxide 

synthase(iNOS)  생 는 NO  식물 취  해 생 는 NO3
-  

학적 에 해 주  생 다. 그러나 RNS에 항하는 균  보  

  다.  논문에 는 체 sigma factor RpoS가 RNS 생  

조건에  Salmonella enterica serovar Typhimurium  생 과 생존  

촉 하는 것  하 다. NO congener  포함한  에  S. 
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Typhimurium rpoS 돌연 주  생  감 다. 게다가 다 한 RNS가 

생할 수 는 acidified nitrite (ACN)에 노출  rpoS 돌연  생존  

또한 격히 감 다. cDNA microarray  한 전  전 체 에  

RpoS  조절 는  ACN-  전  견하 다. 정 적  

경에 는 매  낮  수  는 RpoS 단  ACN  처 함  

크게 가 다. ACN  포함한 에  RpoS- 존적, ACN-  전 가 각각 

결핍   돌연 주  생  제 다. 러한 결과는 RNS가 

RpoS  생  하고, 가  RpoS는 Salmonella  RNS 저항  해 필 한 

전 들   한다는 실  보여 다. 
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