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Abstract: The anti-colitic effect of lactic acid bacteria mixture (R&B Balance®) consisting of Lactobacillus brevis

HY7401, Lactobacillus helveticus HY7801 and Bifidobacterium longum HY8004 was investigated in dextran sulfate

sodium (DSS)-induced colitic mice. Treatment with R&B Balance® reduced severe colitic symptoms, including colon short-

ening, myeloperoxidase (MPO) activity and malondialdehyde (MDA). The oral administration of R&B Balance® signifi-

cantly reduced the activities of fecal chondroitinase and the fecal genotoxicity. Changes of fecal microflora in mice treated

with DSS with or without R&B Balance® were assessed by terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP).

Cluster analysis of T-RFLP patterns demonstrated that microflora of DSS-induced colitic mice differed from that of normal

mice and the oral administration of R&B Balance® could change the structure of gut microflora. These findings also suggest

that R&B Balance® may improve colitis by inhibition of the production of harmful enzymes or toxic metabolites in intestine

and influence the intestinal microbial diversity in DSS-induced colitic mice. 
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서 론

궤양성 대장염 및 크론병과 같은 염증성 장질환(inflamma-

tory bowel disease, IBD)은 만성 장질환으로 장조직에서 호

중구 유입 증가 및 염증성 cytokines의 생산이 증가한다(Bin-

der 2004; Shanahan 2002). 이 질환의 발병기전은 장내 세

균총과 같은 장내 환경적 항원(environmental antigens)에 대

한 장 면역반응의 조절장애에 의한 것으로 추정되며 장내

세균이 많이 존재하는 회장말단과 대장 점막의 염증부위에

T-세포가 밀집된 침윤과 IL-6이 증가하는 것을 특징으로 한

다(Atreya et al., 2000; Raffi et al., 1999). 그리고 무균동

물(germ-free animal)에서는 IBD가 발생되지 않는 것으로 보

아 장내세균이 대장염의 개시와 발달에 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다(Binder 2004; Chandran et al., 2003).

정상 장내 세균총은 약 1,000여개의 박테리아 종으로 구

성되어 있으며(Zhu et al., 2010), 회장말단과 대장에 높은

수준으로 존재한다(Hill and Drasar, 1995; Simon and Gor-

bach, 1984). 장내 세균총은 그람 음성균의 endotoxins과 같

은 독소 그리고 cytotoxins과 암을 유발하는 β-glucuronidase

와 tryptophanse 같은 유해효소를 생산한다(Chung et al.,

1975; Ganguly et al., 1978). Cytotoxin과 endotoxins은 in-

nate immune response의 잠재적인 자극원으로 작용하는데,

장의 첨단 표면부와 반응하여 장상피세포에서 전염성 cy-

tokines 그리고 toll-like receptors(TLRs) 또는 cytokine re-

ceptors signaling을 경유하여 mucosal immune system의 염

증반응을 활성화시키는 매개물질들을 생산하여, IBD를 유

발한다(Berrebi et al., 2003; Jung et al., 1995). 선천적 또

는 후천적 점막 면역반응간의 주 연결고리로서 TLRs은

lipopolysaccharide(LPS)에 대한 세포반응에서 CD14와 함께

transmembrane coreceptors로서 작용한다(Chow et al., 1999;

Ingalls et al., 1999). 한편, IBD 환자의 장점막에서 extracel-

lular matrix glycosaminoglycans(GAGs)의 생합성이 증가하

는 것으로 알려져 있으며(Belmiro et al., 2005), 이 glycosa-

minoglycans은 장내 세균의 chondroitinase와 heparinase와 같

은 GAG-degrading enzymes을 유도하는 것으로 보고되었다

(Gesner and Jenkin, 1961; Salyers et al., 1977)
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유산균은 장내 세균총의 균형 유지(Perdigon et al., 1991)

및 장내 유익균의 증식에 도움을 주는 정장작용(Collins and

Gibson, 1997), 당뇨 및 비만 등과 같은 대사성질환의 개선

(Taranto et al., 1998), 항암(Collins and Gibson, 1997), 그

리고 체내 면역 조절작용(Kwon et al., 2010), 등의 다양한

건강증진활성을 나타낸다. 그리고 최근에는 유산균을 이용

하여 대장염을 예방 또는 증상을 개선하고자 하는 연구들

이 많이 수행되었다. Chung 등(2007)은 Lactobacillus casei

가 DSS에 의해 유도된 대장염 실험동물에서 염증성 cyto-

kines의 발현을 억제하는 것으로 보고하였으며, Lee 등

(2008)은 DSS로 유도된 대장염 실험동물에서 유산균이 전

염성 cytokines의 발현, 장내 세균에 의해 생산되는 GAG

분해효소의 생성을 억제하는 것으로 보고하였다. 또한 2,4,6-

trinitrobenzene sulfonic acid(TNBS)로 유도된 대장염 실험

동물에서도 L. casei, Lactobacillus acidophilus, 그리고 Bifi-

dobacterium lactis가 항염증 활성을 나타내는 것으로 보고

되었다(Peran et al., 2007). 이외에도 Lactobacillus reuteri

(Madsen et al., 1999), Lactobacillus salivarius UCC118(O’

Mahony et al., 2001), Lactobacillus rhamnosus GG(Diele-

man et al., 2001), Lactobacillus plantarum 299v(Schultz et

al., 2004), Bifidobacterium infantis 35624(Sheil et al., 2006)

등의 유산균이 대장염 동물 모델에서 대장염을 감소시키고

장내 세균 조성을 변형시키며, 염증과 관련된 cytokine의

생성을 감소시키고 장점막 방벽의 기능을 개선시키는 등의

효과를 나타내는 것으로 보고되었다.

본 연구에서는 DSS로 유도된 대장염 동물모델에서 L.

brevis HY7401, L. helveticus HY7801, B. longum HY8004

으로 이루어진 복합유산균(R&B Balance®)의 IBD 개선 효

과를 시험하고 장내 미생물 다양성을 분석하였다.

재료 및 방법

유산균

본 연구에 사용한 유산균은 L. brevis HY7401, L. helveti-

cus HY7801, 그리고 B. longum HY8004의 3가지 복합유

산균주(R&B Balance®)로 이루어졌다. L. brevis HY7401, L.

helveticus HY7801은 MRS 액체배지(Difco, USA)에서 37oC,

혐기적인 조건에서 배양하였다. B. longum HY8004는 BL

액체배지(Nissui Pharm. Co., Japan)에서 37oC, 혐기적인

조건에서 배양하였다. 600 nm에서 흡광도가 1.5-2.0 정도

되도록 배양한 균체를 10,000×g에서 30분간 원심분리한

후 PBS로 2회 세척하였다.

실험동물 및 사육 조건 

4주령의 ICR 수컷 마우스(20-22 g)를 중앙실험동물(주)

로부터 구입하였다. 모든 마우스는 습도 50±10%, 온도

25±2oC의 조절된 환경 조건에서 사육하였으며 조명은 12

시간 킨 후 12시간 끄는 것을 반복하였다. 사료는 표준 실

험용 사료(Samyang, Korea)를 사용하였으며, 음용수는 자

유롭게 섭취하도록 하였다.

대장염 유발 및 실험 식이

Fukata 등(2006)의 방법에 따라 마우스에 DSS(분자량

36,000-50,000 Da, MP Biochemicals, USA)를 이용하여 대

장염을 유발시켰다. 마우스를 각 군당 10마리씩 3개군 즉,

정상군, DSS군, R&B군으로 나누었다. 처음 7일간 정상군

과 DSS군은 vehicle만이 포함된 음용수를 섭취하도록 하였

고, R&B군은 R&B Balance®(3×109 CFU/마리)를 1일 1회

씩 7일간 경구투여하였다. 다음 7일간 정상군은 vehicle만

이 포함된 음용수를 섭취하도록 하였고, DSS군은 2.5% DSS

가 포함된 음용수를 섭취하게 하였으며, R&B군은 2.5%

DSS가 포함된 음용수를 섭취하게 하면서 R&B Balance®

(3×109 CFU/마리)를 1일 1회씩 7일간 경구투여하였다. 실

험 식이를 시작한 지 14일째 되는 날에 경추탈골로 동물을

희생하여 대장부위중 맹장(cecum)부터 항문(anus) 직전 부

위까지의 대장을 적출하였다. 적출한 대장은 그 길이를 측

정한 후, 장내 미생물 분석을 위해 대장 내용물의 일부를

채취하여 −80oC에서 냉동 보관하였다. 대장 조직은 대장

내용물을 모두 제거하고, 생리식염수에서 세척한 뒤, 일부

시료는 병리조직용 시료로 사용하기 위하여 포름알데히드

(10% neutral buffered formalin, NBF) 고정액에서 고정하

였으며, 나머지 시료는 분자생물학적 분석을 위해 −80oC에

서 냉동 보관하였다.

병리학적 분석

적출한 대장 조직은 통상적인 방법에 따라 수세 및 알

코올 탈수과정을 거쳐 파라핀으로 포매(embedding)하였다.

포매된 대장 조직은 박절편기를 사용하여 3 µm 두께의 연

속절편을 작성하여 hematoxylin-eosin(H&E) 염색한 후 현

미경으로 관찰하였다(Cho et al., 2007).

분변 내 chondrotitinase 및 유전독성

분변시료 준비

분변 내 염증 유발과 관계있는 chondroitinase 활성과 돌

연변이원 등을 분석하기 위해 각 실험군의 분변을 차가운

생리식염수에 현탁하였다. 그 다음 500 rpm에서 5분간 원

심분리를 하여 섬유질과 기타 불순물을 1차로 제거하고, 다

시 8,000 rpm, 4oC에서 30분간 원심분리하여 상층액은 유

전독성, 침전물은 chondroitinase 활성 측정에 사용하였다.

Chondroitinase 활성

분변내 chondroitinase 활성은 Aguiar와 Michelacci(1999)

의 방법을 변형하여 시행하였다. 분변 침전물(25 µL)을
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chondroitin sulfate A 용액(25 µL)과 혼합한 다음 100 mM

potassium phosphate 완충용액(450 µL)을 첨가하였다. 37oC

항온수조에서 3시간 반응한 다음 8,000 rpm, 4oC에서 5분

간 원심분리를 하였다. 상층액(20 µL)을 DMMB 용액

(200 µL)과 혼합한 다음 실온에서 5분간 방치한 후 UV-

VIS Spectrophotometer(Perkin-Elmer, USA)를 사용하여 525

nm에서 흡광도를 측정하였다. Chondroitin sulfate A 용액

은 chondroitin sulfate A(Sigma, USA)를 최종 농도가 5 mg/

mL이 되도록 100 mM potassium phosphate(pH 7.0)에 용

해시켜 사용하였다. Dimethylmethylene blue(DMMB) 용액

은 DMMB(16 mg)를 glycine(3.04 g), NaCl(2.37 g), 그리고

0.1 M HCl(95 mL)이 함유된 증류수(1 L)에 넣어 용해시켜

pH 3.0에서 흡광도가 525 nm에서 0.31이 되도록 하였다.

유전독성(genotoxic activity)

분변의 유전독성은 SOS Chromotest Version 6.3(Environ-

mental Bio-Detection Products Inc., USA)을 이용하여 측정

하였다. 유전독성은 돌연변이물질 또는 발암물질로 알려진

4-nitroquinoline-N-oxide(4-NQO)에 대한 양으로 표시하였다.

대장 조직의 myeloperoxidase(MPO) 및 지질과산화

MPO 분석

마우스의 대장조직(10 mg)을 FastPrep Pro Green Kit(MP

bio, USA)의 Matrix D에 넣은 다음 Protease inhibitor coc-

ktail(Roche, Germany)이 함유된 200 µL의 lysis buffer(200

mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% glycine)에 첨

가하였다. FastPrep(MP bio)을 사용하여 속도 6, 시간 40초

의 조건에서 2회 균질하였다. 그 후 1,500 g, 4oC에서 15분

간 원심분리한 후 상층액을 −80oC에서 보관하면서 MPO

분석에 사용하였다.

대장조직내 MPO는 Mouse MPO assay ELISA kit(Hbt

HK210, USA)를 사용하여 분석하였다.

지질 과산화물

마우스의 대장조직(25 mg)을 FastRNA Pro Green kit(MP

bio)의 Matrix D에 넣은 다음 Protease inhibitor cocktail(Ro-

che)이 함유된 250 µL의 RIPA buffer[150 mM NaCl, 1%

Triton X100, 0.1% SDS, 50 mM Tis(pH 8.0)]를 첨가하였

다. FastPrep(MP bio, USA)을 사용하여 속도 6, 시간 40초의

조건에서 2회 균질을 하였다. 그 후 1,600 × g, 4oC에서 10

분간 원심분리한 후 상층액을 −80oC에서 보관하면서 지

질 과산화 분석에 사용하였다.

대장조직 내 지질 과산화 정도는 TBARS assay kit

(Cayman Chem, USA)를 사용하여 분석하였다. 표준물질

로 malondialdehyde(MDA)를 사용하여 표준곡선을 작성하

고 이것으로부터 생성된 MDA의 양을 측정하였다.

Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism

(T-RFLP) 분석

DNA 추출 및 정제

분변(200 mg)을 screw cap tube에 넣은 다음 500 µL의

TE buffer(pH 8.0)를 첨가하여 분산한 후 14,000 rpm에서

5분간 원심분리를 하였다. 상층액을 버리고 3회 반복하여

TE buffer로 세척하였다. Glass beads(200 mg), TE buffer

(600 µL), 차가운 phenol(600 µL), 10% SDS(100 µL) 첨가

하고 Fast-Prep(MP Bio)으로 속도 4, 시간 20초의 조건에

서 균질을 다음 70oC에서 10분간 정치하였다. 동일한 방

법으로 Fast-Prep을 이용하여 세균을 파쇄한 다음 70oC에서

10분간 정치하였다. 14,000 rpm에서 5분간 원심분리하고

상층액을 새로운 튜브로 옮기고 3 M Na-acetate(60 µL), 차

가운 isopropanol(600 µL)을 첨가하고 수 차례 뒤집기를 반

복하였다. 14,000 rpm에서 5분간 원심분리를 하여 상층액

을 버리고 70% 에탄올(500 µL)을 첨가하여 세척하였다.

70% 에탄올을 사용하여 세척을 반복한 후 상온에서 건조

하고 TE buffer(200 µL) 첨가하였다. PCR의 주형(template)

으로 사용할 DNA의 정제는 High pure PCR template pre-

paration kit(Roche)를 사용하여 실시하였다.

PCR

16S rDNA 유전자 증폭을 위해 사용한 primer는 Universal

primer로 27F(5'AgAgTTTgATCCTggCTCAg3')와 942R(5'g-

gTTACCTTgTTACgACTT3')를 Applied Biosystems(USA)에

서 구입하여 사용하였다. 27F primer는 5'에 6-FAM(6-car-

boxyfluorescein)를 붙여서 구별하였다. PCR 반응은 Accu-

Power HF PCR Premix(Bioneer, Korea)를 이용하여 50 ng/

µL의 template DNA(5 µL), 10 pmol/µL의 primer(2 µL)를

혼합하여 총 50 µL가 되게 하였다. PCR 반응은 95oC에서

3분, 다음 각 단계에서 95oC에서 30초, 50oC에서 30초, 72oC

에서 90초 동안 16S rRNA를 증폭하는 반응을 30번 반복

하고, 마지막으로 72oC에서 10분 동안 반응시켜 완결하였

다. PCR 반응물은 1% agarose gel에서 100 V로 30분간 전

기영동한 후 증폭결과를 확인하였다 PCR 반응물의 정제는

Wizard SV Gel and PCR Clena-Up System(Promega, USA)

를 사용하여 실시하였다.

제한효소 처리 및 Scanning

정제된 PCR 반응물을 TaKaRa(Japan)에서 구입한 20 U

의 제한효소 Hha I과 Msp I으로 처리하였다. Hha I로 처

리한 경우에는 PCR 반응물(2 µL), 10× M-buffer(1 µL),

Hha I (1 µL), 증류수(6 µL)를 혼합한 다음 37oC에서 3시간

반응시켰다. Msp I의 경우에는 PCR 반응물(2 µL), 10 × T-

buffer(1 µL), BSA(0.1%)(1 µL), Msp I(1 µL), 증류수(5 µL)

를 혼합한 다음 37oC에서 3시간 반응시켰다. 그 후 제한
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효소 반응물(1 µL)에 formamide(8 µL), DNA 단편 표준물

질(DNA fragment length standard)(1 µL)를 혼합하였다.

DNA 단편 표준물질은 MapMaker 1000 ROX(BioVentures,

USA)를 사용하였다. 말단 제한효소 단편(terminal restriction

fragments, T-RFs)의 길이는 ABI PRISM 377 genetic analyser

(Applied Biosystems)에 의해 GeneScan에서 수행하였다.

특정한 크기의 T-RF에 해당하는 균주는 Ribosomal Data-

base Project II(RDP-II) web site의 T-RFLP analysis pro-

gram(TAP)를 이용하여 확인하였다. 미생물총의 다양성은

Shannon index와 Simpson index 식으로부터 계산하였다

(Dunbar et al., 2000). T-RFLP 결과에 대한 군집분석(cluster

analysis)은 BioNumerics version 2.5(Applied Maths, USA)

를 사용하였다.

결과 및 고찰

병리학적 관찰

마우스나 랫트에 DSS를 투여할 경우 나타나는 주요 병

변은 혈변, 체중 감소, 대장 축소, 및 점막 궤양 등이며, 장

상피세포에 직접 독성을 나타내어 점막 장벽의 완전성에

영향을 주는 것으로 알려졌다(Jung et al., 2001; Wirtz et

al., 2007). 본 연구에서도 정상군과 비교하여 DSS만을 처

리한 군에서 DSS 처리 1주 후 마우스들의 몸무게가 크게

감소하는 현상이 나타났다. 복합유산균과 DSS를 같이 투

여한 군들도 정상군과 비교하여 몸무게가 감소하였지만

DSS만을 처리한 군에 비해 몸무게 감소 정도가 적은 것으

로 나타났다(data not shown). 또한 본 저자들이 앞서 발표

한 연구결과(Lee et al., 2011)와 같이 DSS 처리에 의해 마

우스의 대장 길이가 정상군에 비해 줄어드는 현상이 나타

났으나 복합유산균과 DSS를 같이 투여한 군들은 DSS만

을 처리한 군과 비교하여 대장 길이 감소 현상이 줄어드

는 것으로 나타났다(Fig. 1). 그리고 DSS 처리에 의해 대장

조직이 두꺼워지고 궤양과 출혈 및 염증 소견이 나타났으

나, 유산균을 투여할 경우 이러한 현상이 감소되는 것을

관찰할 수 있었다(data not shown).

대장조직을 H&E염색을 하여 관찰할 경우에는 정상군과

비교하여 DSS 처리에 의해 대량의 장부종(bowel edema)과

점막의 표면층에 침윤이 관찰되었으며, 심한 궤양에 의해

상피세포층이 파괴되어 있었다. 그러나 복합유산균과 DSS

를 같이 투여한 군의 경우 대장염에 의한 대장 조직의 파

괴 정도가 상당히 완화된 것으로 나타났다(data not shown).

DSS에 의해 유도된 대장염에서 염증이 침윤된 장소에는 대

식세포, 호중구, 호산구(eosinophil) 등이 많이 존재한다. 대

식세포는 고유판과 점막하층 전체에 균일하게 분포하지만

DSS에 노출된 6일 후에는 염증이 침윤된 장소에 대식세

포의 수가 증가하는데 대부분은 새롭게 불러 들여진 말초

혈 단핵구가 분화한 것이다(Stevceva et al., 2001). 본 연

구에서 DSS군에서 손상된 기저 움(crypt)에 많은 세포가

모여있는 것을 볼 수 있는데 이 세포들이 대식세포 또는

호중구일 것으로 판단된다.

대장조직의 MPO 및 지질과산화물 

DSS를 투여할 경우 대장 조직의 MPO 활성과 지질과산

화물인 MDA의 함량이 증가하고, 이들이 대장염의 병리

학적 지수와 상당한 연관성이 있다고 알려졌다(Ahn et al.,

2001). 본 연구에서도 DSS 처리에 의해 정상군을 제외한

모든 시험군들의 대장조직 내 MPO 활성이 크게 증가한 것

으로 나타났다(Fig. 2). 대장조직 내 MPO 활성은 대장조직

내 염증의 정도를 나타내주는 지표로서, DSS 처리에 의해

대장 내 염증증상이 크게 증가한 것을 나타내는데, 복합유

산균을 투여한 군에서 MPO 활성이 감소하는 것으로 나타

나 염증증상이 완화된 것을 확인할 수 있었다.

Lee 등(2010)은 이 연구에 사용한 R&B Balance®에 포

함되어 있는 B. longum HY8004가 TNBS로 유도된 대장

염 동물모델에서 대장조직의 lipid peroxidation을 억제시

Fig. 1. Effect of administration of R&B Balance® on colon

length of DSS-treated mice. NOR, Normal group; DSS, DSS

treated group; R&B, R&B Balance® treated group.

Fig. 2. Effect of administration of R&B Balance® on intestinal

epithelial myeloperoxidase (MPO) activity of DSS-treated

mice. NOR, Normal group; DSS, DSS treated group; R&B,

R&B Balance® treated group.
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킴으로써 대장염 증상을 개선한다고 보고하였다. 본 연구

에서도 이러한 결과를 확인할 수 있었는데, DSS 처리에

의해 대장조직 내 MDA가 증가하는 것으로 확인되었으며,

복합유산균을 투여할 경우 MDA의 함량이 감소한 것으로

나타났다(Fig. 3). 한편, You 등(2009)은 항산화 활성을 가

지고 있는 glutathione의 전구체인 N-acetylcysteine을 투여

할 경우 DSS 만을 투여한 실험군보다 대장조직의 손상이

완화되었으며, 대장조직 내의 MPO 활성이 감소되었다고

보고하였다. 따라서 복합유산균에 의한 대장조직의 염증

완화 및 지질과산화 억제는 복합유산균의 항산화 활성에

의한 것으로 판단된다.

분변 내 유해효소 활성 및 유전독성

DSS 처리에 의해 마우스의 분변 내 chondroitinase 활성

이 증가하는 경향이 나타났으나 복합유산균과 DSS를 동시

에 투여한 군에서는 분변 내 chondroitinase 활성이 감소하

는 것으로 나타났다(Fig. 4). DSS 처리에 의한 장내 chond-

roitinase 활성 증가에 대한 정확한 기전은 밝혀져 있지 않

다. 그러나 유독성에 차이가 있는 Clostridium difficile에 대

해 점막 조직을 분해하는 효소의 활성을 조사한 결과 유독

성이 큰 균주는 점막 조직을 분해할 수 있는 효소를 보다

많이 가지고 있는 것으로 알려졌다(Seddon et al., 1990). 이

는 장내 유해균이 생성하는 chondroitinase가 장점막 방벽

을 약화시켜 유해균이 대장 조직 안으로 침투해 들어와 대

장염을 발생시킬 가능성이 있다는 것을 보여준다. 또한

Hori 등 (2001)은 DSS를 처리한 실험동물에서 chondroitin

을 투여함으로써 장내 대장염 발생이 감소한 것으로 보고

하였다.

분변 내용물의 유전독성을 측정한 결과, DSS 처리에 의

해 분변 내 유전독성이 증가하는 것으로 나타났다. 그러나

복합유산균을 투여한 군에서는 유전독성이 유의적으로 감

소하였으며, 정상군보다 더 낮은 수준을 나타냈다(Fig. 5).

한편, R&B Balance®에 포함되어 있는 L. brevis HY7401

이 DSS로 유도된 대장염 동물모델에서 분변 내 암을 유

발하는 β-glucuronidase와 tryptophanse 같은 유해효소의 생

산을 억제하는 것으로 보고되어(Lee et al., 2008), R&B

Balance® 투여에 의한 분변내 유전독성 감소는 대장내 발

암과 관련된 유해효소의 생산억제에 의한 것으로 판단된다.

분변 내 미생물 다양성 분석 

DSS에 의해 유도된 대장염 동물모델에서 장내 미생물의

다양성 변화를 T-RFLP를 이용하여 분석하였다. 그 결과

DSS 처리와 복합유산균 투여에 의해 장내 미생물총에 변

화가 나타나는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 6, 7). 각 실험군

의 T-RFLP 패턴에서 나타난 T-RF에 대해 군집분석을 실시

한 결과, 정상군, DSS군, 그리고 R&B군은 분변에 각각 다

른 미생물총을 갖고 있는 것으로 나타났으며, 각 실험군 내

의 마우스는 다른 실험군의 마우스보다는 비슷한 분변 미

생물 조성을 갖고 있는 것으로 확인되었다(Fig. 8). 제한효

소 Msp I으로 처리한 경우 DSS군은 정상군에 비해 T-RF

의 숫자가 줄어든 것으로 나타났으며, Simpson index와

Shannon index로 계산된 미생물총의 다양성도 정상군에 비

Fig. 3. Effect of administration of R&B Balance® on intestinal

epithelial lipid oxidation of DSS-treated mice. NOR, Normal

group; DSS, DSS treated group; R&B, R&B Balance® treated

group.

Fig. 4. Effect of administration of LAB on fecal chondroiti-

nase activity of DSS-treated mice. NOR, Normal group; DSS,

DSS treated group; R&B, R&B Balance® treated group.

Fig. 5. Effect of administration of LAB on fecal genotoxicity

of DSS-treated mice. NOR, Normal group; DSS, DSS treated

group; R&B, R&B Balance® treated group.
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해 DSS군에서 감소한 것으로 나타났다(Table 1). IBD 환자

의 경우 정상인에 비해 전체적인 장내 미생물총의 다양성

이 감소한다고 알려졌다(Ott et al., 2004). 즉, 마우스에 DSS

를 처리하여 대장염을 유도할 경우에도 IBD 환자와 마찬

가지로 미생물총의 다양성이 감소한 것으로 나타났다.

T-RFLP 패턴에서 보면 Hha I으로 처리할 경우 405 bp

의 T-RF가 정상군과 R&B군에서는 관찰되었지만 DSS

군에서는 관찰되지 않았다(Fig. 6). TAP에서 Hha I으로

처리할 경우 402에서 408 bp의 T-RF를 생성하는 균주

를 검색한 결과 Lactobacillus reuteri DSM 20016, clone

env. ops 12(AF018195), Spirosoma linguale ATCC23276,

Lactobacillus fermentum ATCC14931 등의 균주가 검색되

었다. 한편 장내 상재균인 Bacteroides 속의 균주들중에는

Bacteroides vulgatus와 같이 IBD의 발병과 관련이 있는 종

이 있지만 대부분의 Bacteroides는 유해하지 않다. IBD 환

자의 경우 오히려 Bacteroides 속의 균주가 감소하는 것으

로 알려졌다(Peterson et al., 2008). 본 연구에서도 Hha I으

로 처리할 경우 Bacteroides 속의 균주에 해당하는 98 bp

부근의 T-RF의 높이가 DSS군의 경우 많이 줄어들었고, Msp

I으로 처리할 경우 Bacteroides 속의 균주의 해당하는 98 bp

부근의 T-RF의 숫자가 감소한 것으로 나타났다. DSS와 복

합유산균을 같이 투여한 군에서도 정상군과 비교하여 이

영역에서 T-RF의 높이가 감소한 것으로 나타났지만 DSS

군보다는 감소 폭이 작은 것으로 나타났다.

Hha I으로 처리할 경우 Lactobacillus 속의 균주의 T-RF

길이는 598 bp 부근이다. DSS군에서 이 부근의 T-RF의 높

이가 상당히 감소된 것으로 나타났으며, 유산균 투여군에

서도 상당히 감소된 것으로 나타났다. 27F primer와 Hha I

을 사용하여 T-RFLP 분석을 하였을 때 Bifidobacterium 속

의 균주는 약 370 bp 정도 크기의 T-RF가 생성되지만 T-

Fig. 6. T-RFLP patterns of fecal microbiota in DSS-treated

mice (I). PCR products were digested with Hha I. NOR, Nor-

mal group; DSS, DSS treated group; R&B, R&B Balance®

treated group; a, Bifidobacterium spp.; b, Lactobacillus spp.

Fig. 7. T-RFLP patterns of fecal microbiota in DSS-treated

mice(II). PCR products were digested with Msp I. NOR, Nor-

mal group; DSS, DSS treated group; R&B, R&B Balance®

treated group; a, Bifidobacterium spp.; b, Lactobacillus spp. 

Fig. 8. Cluster analysis of T-RFLP patterns of fecal microbiota in DSS-treated mice. PCR products were digested with Hha I or

Msp I. N1-N5, Normal group; D1-D5, DSS treated group; L1-L5, R&B Balance® treated group.
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RF의 높이는 상당히 작게 나타난다. 이는 primer 27F가

Bfidobacterium 속 균주의 16S rDNA 염기서열과 차이가 많

이 나기 때문으로 27F primer를 사용하여 조성된 16S rRNA

유전자 library에서 T-RFLP 분석에 의해 Bifidobacterium 속

의 균주를 찾는 것은 적합하지 않기 때문인 것으로 판단된다.

본 연구결과들을 종합해 볼 때, L. brevis HY7401, L.

helveticus HY7801, 그리고 B. longum HY8004의 복합유산

균 R&B Balance®는 DSS로 유도된 대장염 동물에서 대

장의 축소, 대장조직의 염증 및 지질과산화 등과 같은 대

장염 증상을 개선해주고 분변내 독성 효소나 유독한 대사

산물을 생성을 억제함으로써 대장염을 개선하는 것으로 판

단되고 대장염 동물의 장내 미생물 다양성에도 영향을 미

치는 것으로 확인되었다.

요 약

L. brevis HY7401, L. helveticus HY7801 및 B. longum

HY8004의 복합유산균 R&B Balance®의 대장염 개선 효과

를 DSS 처리 마우스에서 평가하였다. R&B Balance® 섭

취에 의해 대장길이 축소, MPO 활성과 같은 대장염 증상

이 감소하였으며, 분변내 chondrointinase 활성과 분변 유

전독성을 현저하게 감소시키는 것으로 나타났다. T-RFLP

Table 1.  Diversity indices calculated from Hha I and Msp I T-RF profiles of fecal microbiota

Restriction enzyme Diversity indices Normal DSS DSS/R&B 

Hha I

Number of T-RF 23.6±7.2 22.4±14.3 15.2±4.0*

Simpson index1 0.873±0.034 0.752±0.092* 0.804±0.028*

Shannon index2 3.72±0.29 2.95±0.47* 2.92±0.23*

Msp I

Number of T-RF 29.8±3.5 23.8±13.8 24.0±6.8

Simpson index1 0.923±0.013 0.744±0.227 0.789±0.107*

Shannon index2 4.21±0.21 3.09±1.11* 3.18±0.47*

*Significant differences compared with normal group : p < 0.05.
1Simpson index(D) was calculated as follow: D = 1 − Σ(P

i
)2, where P

i
 is the proportion of an individual peak height relative to the sum of

all peak heights.
2Shannon index(H) was calculated as follow: H = 1 − Σ(P

i
)(log

2
P
i
), where P

i
 is the proportion of an individual peak height relative to the

sum of all peak heights.

Table 2. Predicted terminal restriction fragment (T-RF) lengths of several bacterial strains

T-RF size(bp)
Species or phylotype Accession no.

Hha I Msp I

37 181 Fusobacterium sp. AB064908

36 181 Faecalibacterium prausnizii AJ413954

37 281 Eubacterium siraeum L34625

95 164 str. JTB16 AB015240

94 265 Helicobacter heilmannii AF058768

95 164 clone STA-63 AJ009471

96 91 Bacteroides forsythus FDC338

104 99 Bacteroides ovatus NCTC11153

102 97 Bacteroides uniformis ATCC8492

218 74 Enterococcus sp. GvF410 AB015233

238 143 Bacillus subtilis AF008220

233 522 Clostridium baratii ATCC43756

698 520 Clostridium butyricum ATCC43755

1074 521 Clostridium botulinum ATCC25765

256 570 Lactobacillus animalis ATCC35046

256 570 Lactobacillus murinus ATCC35020

406 581 Lactobacillus fermentum ATCC14931

407 26 Lactobacillus reuteri DSM20016

598 572 Lactobacillus plantarum ATCC8014

598 572 Lactobacillus brevis ATCC14869

598 573 Lactobacillus casei ATCC393

609 583 Weisella minor ATCC35413
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pattern의 군집 분석 결과, DSS-유도 대장염 마우스의 미

생물총은 정상적인 마우스와 다르며, R&B Balance®의 투

여는 장내 미생물총의 다양성에 영향을 미칠 수 있음을 확

인하였다. 따라서 R&B Balance®는 DSS로 유도된 대장염

동물에서 대장염 증상을 개선해주고 분변 내 독성 효소나

유독한 대사산물을 생성을 억제함으로써 대장염을 개선하

는 것으로 판단되고 대장염 동물의 장내 미생물 다양성에

도 영향을 미치는 것으로 확인되었다.
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