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Abstract
In this study, we found that the glycoprotein (18 kDa) isolated from Lactobacillus 
plantarum L67 (L67 protein) inhibits allergy-related inflammatory mediators in BPA 

treated rat basophilic leukemia 2H3 (RBL-2H3) cells and primary cultured splenocy-

tes. First, we measured the levels of ERK, p38, and AP-1 by Western blotting and 

we evaluated the expression of IL-1β, IL-6, and IL-10 cytokines by real-time quan-

titative PCR. Finally, we evaluated the applicability of L. plantarum L67 as a yogurt 

starter culture by measuring pH, enumeration of bacteria, and sensory scores. The 

results of this study shows that L67 protein inhibits the phosphorylation of ERK and 

p38 MAPK, as well as the activation of AP-1 (c-Fos and c-Jun). With inflammation- 

related factors (Th2-related cytokines), L67 protein inhibits BPA-induced IL-1β, 

IL-6, and IL-10 activity. Bisphenol A stimulates MAPK signaling, which induces 

increased GATA-3 expression, and GATA-3 induces the differentiation of Th2 cells 

and secretion of Th2-related cytokines. Our findings showed that L67 protein may 

regulate the activation of GATA3 and T-bet through the induction of MAPK signal-

ing, and it relieves the Th1/Th2 cytokine profile imbalance. Taken together, these 

findings demonstrate that the L. plantarum L67 strain is a potential food supplement 

and starter culture, that could help in the prevention of Th2-related immune 

disorders.
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서 론

프로바이오틱스는 인간 건강에 유익한 효과가 있는 살아있는 미생물로서 숙주에게 유익한 장내 미생물

들의 균형을 향상시킬 수 있다(Sornplang and Piyadeatsoontorn, 2016). 특히 Lactobacillus 
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plantarum은 항암작용, 항응고 활성, 항바이러스 작용, 라디칼 소

거활성을 나타내는 항산화 작용을 하는 것으로 알려져 있다

(Andersson et al., 2010; Li et al., 2012; Giardina et al., 

2014; Kassayova et al., 2014). 또한 일부 lactobacilli는 면역 

시스템을 조절하여 1형 알러지 질환을 억제하는데(Segawa et al., 

2008; Hong et al., 2014; Konieczna et al., 2015), 이러한 연

구결과는 특정 프로바이오틱스가 면역 조절을 통해 알러지 반응을 

억제시킬 수 있음을 나타낸다. 특정 Lactobacillus 속 유산균들은 

미성숙 수지상 세포를 조절하고, T-cell의 기능을 조절하며, 장내 

병원성 균의 부착을 억제하는 것과 같은 유익한 효과를 갖는 것으

로 알려져 있는데 주로 이들 유산균이 생산하는 당단백질이 이러한 

기능이 있는 것으로 보고되었다(Rhee and Park, 2001; John-

son-Henry et al., 2007; Konstantinov et al., 2008; Song et 

al., 2015). Song 등(2016a, 2016b)은 L. plantarum L67로부터 

분리된 당단백질(18 kDa)에서 항염증 및 항알러지 효과가 있음을 

밝혔으며, 발효유제품을 포함한 식품에 적용이 가능한 것으로 보고

하였다.

Bisphenol A (BPA)는 에스트로겐성 내분비 교란 물질로서 den-

tal, 식품 포장재, 식품 캔 및 수도관의 광택제에 광범위하게 사용

되는데(Vandenberg et al., 2007), 사람과 다른 동물 모두의 면역 

시스템에 영향을 미친다. 최근의 연구에 따르면 BPA는 대식세포에

서 cytokine과 immunoglobulin의 생산을 통해 면역 시스템에 

영향을 줄 수 있음이 밝혀졌는데, BPA는 IL-6 및 IL-10을 포함한 

T hepler (Th) type 2 (Th2) 관련 cytokine의 발현을 조절할 뿐

만 아니라, IL-4 및 antigen-specific IgE의 생성을 증가시킨다 

(Yan et al., 2008; Lee and Lim, 2010; O’Brien et al., 2014). 

따라서, BPA를 비롯한 일상생활에서 흔히 사용되는 여러 환경 화

학 물질이 인간의 내분비 및 면역계에 영향을 미치며(Chalubin-

ski and Kowalski, 2006), 아토피성 피부염, 알러지성 비염 및 

기관지 천식과 같은 질병을 유발하는 것이다(Bornehag et al., 

2004; Jaakkola et al., 2004).

알러지성 염증은 Th2-related cytokines을 통하여 유도된다. 

Th1과 Th2 세포는 T-cell (T-bet) 및 GATA-binding 단백질 3 

(GATA-3)에서 발현되는 T-box와 같은 특이적인 전사 인자에 의

해 분화되어진다. T-bet은 Th1 세포의 분화 및 IFN-γ 분비와 연

관되어 있으며(Szabo et al., 2003), GATA-3가 Th2 세포 분화에 

중추적인 역할을 하고, Th1 세포 분화를 억제한다(Szabo et al., 

2000; Zhu et al., 2006).

Song 등(2016a)은 마우스 비장 세포에서 IL-12 및 IFN-γ의 과발

현을 유도시키는 L. plantarum이 생산하는 당단백질(18 kDa)을 

확인하였고, histamine과 β-hexoaminidase을 포함한 알러지 

관련 factor들의 생산을 억제하였다(Song et al., 2016a). 본 연구

팀은 L. plantarum L67에서 분리된 당 단백질이 BPA처리된 rat 

basophilic leukemia 2H3 (RBL-2H3) 세포와 직접 채취한 비장

세포에서 알러지 관련 염증 매개체를 억제한다는 것을 발견했다. 

따라서, 본 연구는 Western blotting을 통해 ERK, p38, AP-1의 

농도를 측정하였으며, T helper 세포의 분화를 연구하기 위해 

GATA-3와 T-bet의 발현을 평가하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 유산균 분리

본 연구에서 사용된 Lactobacillus 균주는 유아분변 및 김치로부

터 총 18종의 유산균을 분리하였다(Table 1).  Lactobacillus 의 

확인은 catalase 활성 유무 및 Gram 염색으로 선별한 다음, 16S 

rDNA 서열 분석을 통하여 species를 결정하였다. 선발된 Lacto-

bacillus 균주는 de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth 

(Difco, Detroit, MI)에서 37℃, 18시간 동안 배양한 다음, 원심 

분리하여 세포를 회수한 후 Skim milk (10%)를 첨가하여 —80℃

에 저장하여 보관하였다.

 

2. 마우스 비장세포로부터 IL-12 and IFN-γ 생산 

BALB/c 마우스로부터 얻은 배양된 비장 세포를 사용하여 IL-12와 

IFN-γ의 생산을 유도하는 능력을 평가하였다. 10% fetal bovine 

serum, 100 U/mL penicillin 및 100 μg/mL streptomycin

을 함유하는 RPMI 1640 배지에서 배양한 비장 세포를 2.5×106 

cells/mL의 농도로 접종한 다음, 유산균(2.5×106 CFU/mL)을 첨

가하여 7℃, 5 % CO2 조건에서 배양한 후 IL-12와 IFN-γ를 측정

하였다. 

3. L. plantarum L67로부터 분리된 당 단백질 제조

당 단백질의 제조를 위해 10 mL의 L. plantarum 37℃에서 18시

간 동안 배양한 후 L67 배양액을 얻었다. 세포를 4℃, 12,000×g

의 조건에서 원심 분리한 후 1% SDS 용액을 첨가하여 10분간 열

을 가한 다음, 상등액을 4℃에서 12,000 ×g에서 15분간 원심 분

리하였다. 이를 동결 건조기를 사용하여 동결 건조시켜 —70℃에 

저장하였다(Song et al., 2016a). 단백질 농도는 Bradford 분석

법을 사용하여 측정되었다(Bradford, 1976).

4. 세포배양

RBL-2H3에 세포는 한국 세포주은행으로부터 제공받았다(Seoul, 

Korea). 세포는 fetal bovine serum (10 %), penicillin (100 
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Strain ID Closest relative
(by 16S rDNA gene sequencing) Identity (%) Gene bank

Accession no.

1 Lactobacillus curvatus 99 KJ914899.1

2 Lactobacillus curvatus 99 KC787548.1

3 Lactobacillus curvatus 99 AB600197.1

4 Lactobacillus sakei 99 KC416998.1

5 Lactobacillus brevis 99 JX966418.1

6 Lactobacillus brevis 98 FJ227309.1

7 Lactobacillus brevis 98 FJ532364.1

8 Lactobacillus brevis 99 HM162417.1

9 Lactobacillus brevis 99 AB548886.1

10 Lactobacillus farciminis 99 FJ532365.1

11 Lactobacillus sakei 99 EU626014.1

12 Lactobacillus sakei 99 JQ517277.1

13 Lactobacillus fermentum 98 KM036427.1

14 Lactobacillus acidophilus 99 EU626017.1

15 Lactobacillus acidophilus 99 EU626023.1

L67 Lactobacillus plantarum 100 KR336551

17 Lactobacillus fermentum 99 KM036427.1

18 Lactobacillus plantarum 99 Eu626013.1

* This table was reprinted with permission of publisher.

Table 1. Genotypic methods applied for identification of lactobacilli

U/mL) 및 streptomycin (100 μg/mL)을 첨가한 Dulbecco’s 

modified Eagle 배지에서 37℃, 5% CO2에서 배양하였다. 세포

(2.3×106 cells/mL)를 6-well plate로 나누어 배지를 주 2회 교

체해 주었다. 또한 무균 상태에서 BALB/c 마우스의 비장 세포를 

Hanks’ balanced salt 용액을 사용하여 회수하였으며, 채취한 비

장은 40 -μm cell strainer (Falcon, Corning Inc., Corning, 

NY)를 사용하여 파쇄하였다. 균질된 세포의 상층액에 ammo-

nium chloride (0.8% wt/vol)을 첨가하여 침전시켜 원심분리 후 

세포를 PBS로 세척하고, fetal bovine serum (10 %), penicillin 

(100 U/mL)와 streptomycin (100 mg/mL)가 첨가된 RPMI 

1640 배지에 5% CO2, 37℃에서 재현탁시켰다. 그런 다음 세포 

(1×106 cells/mL)를 6-well 또는 96-well flatbottomed plates

로 나누어 30분 동안 50 μM BPA와 L67 단백질(5-100 μg/mL)

을 함께 처리하여 사용하였다. 

5. Western Blotting을 위한 Cell Extract 준비

세포를 BPA(50 μM) 또는 L67 단백질(5～100 μg/mL)와 함께 

30분간 처리하였다. 배지를 제거한 후 세포를 PBS로 세척하였으

며, Oh와 Lim(2008) 방법에 따라 단백질을 분리하였다. 단백질 

농도는 Lowry 방법(Lowry et al., 1951)에 따라 측정하였고, 모든 

시료는 —70℃에서 보관하였다. 

6. Western Blot 분석

단백질은 Mini-Protean Ⅱ electrophoresis cell (Bio-Rad, Her-

cules, CA)를 사용하여 실온에서 2시간 100 V로 10% poly-

acrylamide mini-gell 전기영동으로 분석하였다. Nitrocellu-

lose membranes (Millipore, Bedford, MA)에 단백질을 옮긴 

후, membrane을 4℃에서 Tris-buffered saline Tween 20 

(TBS-T) 용액에 rabbit polyclonal antibodies [1:3,000, T- 
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Fig. 1. Inhibitory effect of Lactobacillus plantarum L67 protein on 
ERK (Western blot in A; relative band intensity in B) and p38 mi-
togen-activited protein kinase (MAPK; Western blot in C; relative 
band intensity in D) phosphorylation in bisphenol A (BPA)- reated 
RBL2H3 cells. This figure was reprinted with permission of pu-
blisher.

bet, GATA-3, mitogen-activated protein kinase (MAPK), 

AP-1, and α-tubulin]를 넣고 18시간 배양하였다. TBS-T로 3번 

세척한 후, TBS-T 용액에 horseradish peroxidase-conjuga-

ted goat anti-rabbit IgG (1:10,000; Cell Signaling, Danvers, 

MA)를 용해시켜 membrane과 함께 실온에서 1시간 30분 동안 

배양시켰다. 단백질 밴드는 chemiluminescence (ELPIS Biote-

chnology, Taejeon, Korea)를 이용하여 확인하였으며, Scion 

imaging software (Scion Image Beta 4.02, MD)를 이용하여 

밴드의 강도를 측정하였다.

7. RNA 분리 및 Real-Time Quantitative PCR

Total RNA는 RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA)에서 

제공된 방법(www.qiagen.com/goto/microRNAprotocols)에 

따라 분석하였다. Maxime RT Premix Oligo (dT) real-time 

quantitative PCR kit (Intron, Seongnam, Korea)를 사용하여 

1 μL의 total RNA (1 μg/20 μL)로 cDNA를 준비하였고, 본 

실험에 사용한 프라이머는 Table 2에 나타내었다. 각각의 유전자

의 발현 수준을 2X Prime Q Master Mix (Kapa Biosystems, 

Boston, MA)를 사용하여 real-time PCR로 측정하고, CFX-

96TM Real-Time system (Bio-Rad)을 사용하여 분석하였다. 증

폭은 IL-1β, IL-6, IL-10, and GAPDH (95℃에서 30초, 56℃에

서 30초, 그리고 72℃에서 60초; Table 2)에 대하여 50 사이클로 

진행되었다. IL-1β, IL-6 또는 IL-10에 대한 Ct 값과 BPA 단독으

로 처리되거나 또는 BPA와 L67 단백질이 함께 처리된 세포의 

GAPDH (reference)값의 차이로 Sample Δ cycle threshold (S

ΔCt) 값을 계산하였다. 처리군과 대조군 사이의 상대적 유전자 발

현 수준은 다음 공식을 사용하여 계산되었다 : 2 - (SΔCt - CΔ

Ct) (Livak and Schmittgen, 2001).

결  과

1. 비장 세포에서 IL-12 및 IFN-γ 분비를 유도하는 Lactoba-

cillus 균주의 선발

총 18개의 Lactobacillus 균주를 대상으로 비장 세포의   Th1/ 

Th2 균형을 향상시키는 능력을 측정하였다. 비장 세포에서 Th1 

관련 사이토카인으로 알려진 IL-12 및 IFN-γ의 분비를 ELISA로 

측정하였으며, Table 3에 나타낸 바와 같이, IL-12 및 IFN-γ 생

산을 유도하는 활성은 Lactobacillus 균주에 따라 차이가 있었다. 

본 연구에 사용한 균주 중, 마우스 비장 세포에서 IL-12와 IFN-γ 

둘다 분비를 유도한 L. plantarum L67을 최종 선발하여 다음실험

에 사용하였다(Table 3). 

2. BPA 처리한 RBL-2H3 세포에서 p38 MAPK와 ERK의 

발현에 미치는 L67 단백질의 영향



신미영․송수연․고종호․김광현․오세종

42｜Curr. Top. Lactic Acid Bac. Probio. 2016;4(2):38-47

Table 2. Oligonucleotides used for real-time PCR

Gene Sequence of PCR primers (5’ to 3’)

IL-1β
Forward: TTGACGGACCCCAAAAGATG

Reverse: AGAAGGTGCTCATGTCCTCA

IL-6
Forward: GTTCTCTGGGAAATCGTGGA

Reverse: TGTACTCCAGGTAGCTATG

IL-10
Forward: CTGGACAACATACTGCTAACCGAC

Reverse: ATTCATTCATGGCCTTGTAGACACC

GAPDH
Forward: CAAAAGGGTCATCATCTCTG

Reverse: CCTGCTTCACCACCTTCTTG

* This table was reprinted with permission of publisher.

L67 단백질이 BPA 처리된 RBL-2H3 세포에서 p38의 인산화를 

억제할 수 있는지 여부를 알아보기 위해, western blotting에 의

한 p38 인산화를 분석하였다. P38의 인산화는 BPA를 처리한 

RBL-2H3 세포에서 대조군에 비해 4.5배 증가하였다. 그러나 이러

한 인산화의 증가는 L67 단백질을 각각 5, 20, 50, 및 100 μg 

/mL의 농도로 처리했을 때 3.67, 3.62, 3.43, 0.87 배로 감소하는 

것으로 나타났다. 또한, ERK 활성은 BPA을 30분 동안 처리함으로

써 증가하였고, 이 증가된 활성은 L67 단백질을 처리한 농도에 비

례하여 감소되었다.

3. BPA 처리된 RBL-2H3 세포에서 IL-6, IL-10, IL-1β 

유전자 발현에 미치는 L67 단백질의 억제 효과

L67 단백질 치료가 알러지 반응에 미치는 영향을 연구하기 위해, 

BPA가 처리된 RBL-2H3 세포에서 IL-6, IL-10 및 IL-1β 유전자

의 발현 양상을 조사하였다. Fig. 2에 나타낸 바와 같이, BPA로 

인해 자극된 세포는 대조군에 비해 IL-6, IL-10 및 IL-1β의 발현

이 유의하게 증가된 것으로 나타났다. 그러나 L67 단백질 첨가의 

경우, BPA만을 단독으로 처리한 것에 비하여 IL-6, IL-10 및 IL-1

β 유도를 용량 의존적으로 억제시켰다. BPA는 IL-6 유전자 전사

를 4.5배 증가시켰으며,  L67 단백질을 각각 5, 20, 50 및 100 

μg/mL 첨가했을 때 4.2, 3.6, 2.8, 1.9, 1.8 배의 감소를 보였다. 

이와 비슷하게 IL-10, IL-1β 유전자 전사는 BPA 처리에 반응하여 

1.8배 증가했지만, L67 단백질을 첨가한 경우 감소하는 것으로 나

타났다.

고  찰

본 연구에서는 L67 단백질이 BPA 처리된 RBL-2H3 세포와 마우

스에서 채취된 비장 세포에서 알러지 관련 매개체의 활성뿐만 아니

라, cytokine의 유도를 억제하는지 여부를 조사하였다. 여러 연구

에 의하면 lactobacilli가 대식세포 활성화를 조절하고, Th1/ Th2 

균형을 조절하는 것으로 보고되었는데(Segawa et al., 2008; 

Won et al., 2011), 특정 Lactobcillus 균주들은 Th1 유도 활성

을 가지며, ovalbumin-specific IgE 생성을 감소시키고, strain- 

dependent하게 관련 cytokine 패턴을 변화시키는 것으로 확인되

었다(Lee et al., 2013). 

T-cell이 분화하는 동안 Th2의 두드러진 반응을 초래하는 매커니

즘은 아직 완전히 밝혀지지 않았지만, Th2 분화와 관련된 많은 요

인들 중 MAPK는 IL-4, IL-10과 같은 Th2 관련 사이토카인의 발

현의 주요 매개체이다(Yamashita et al., 2005; Watanabe et 

al., 2005). 따라서 MAPK 신호 전달 경로는 Th2 면역 반응에 의

해 유발된 알러지 질환에서의 표적이 될 수 있다(Abdel-Raheem 

et al., 2005). 우리는 ERK와 p38의 활성을 측정하여 L67단백질

이 MAPK 신호 전달을 억제하는지, IL-1β, IL-6 및 IL-10의 발현

을 억제하는지 여부를 살펴보았다. L67 단백질이 RBL-2H3 세포

에서  BPA에 의해 유도된 ERK와 p38 MAPK 인산화를 저해한다

는 것으로 나타났다. 또한 다양한 프로바이오틱스가 MAPK 및 

AP-1과 같은 염증 마커 또는 Lipopolysaccharides와 같은 다른 

염증성 유도체에 의해 유도될 수 있는 것으로 보고되었다(Kumar 

et al., 2014; Li et al., 2014; Jeong et al., 2015). 

분화된 Th1 세포는 IFN-γ와 lymphotoxin을 생산하는데, 이는 

세포 내 병원균에 대한 면역 저항에 필수적이라고 알려져 있다

(Glimcher and Murphy, 2000). 이와 대조적으로 Th2세포는 

IL-1β, IL-6, IL-10을 방출하고, 이는 아토피, 알러지 반응과 관련
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Table 3. Production of IL-12 and IFN-γ from mouse spleno-
cytes induced by various strains of lactobacilli

Strain ID IL-12 (pg/mL) IFN-γ (pg/mL)

Control 0±0.12 200±7.8

1 35.0±1.2 1,900±75.2

2 38.4±1.1 1,300±65.2

3 35.4±0.3 2,050±10.3

4 25.6±0.2 2,000±10.2

5 55.8±1.7 1,000±8.7

6 17.3±0.4 800±10.5

7 15.2±0.5 1,310±54.3

8 10.9±0.3 400±5.6

9 11.6±0.2 408±7.8

10 64.3±0.6 1,200±21.3

11 48.0±2.3 550±6.4

12 68.9±8.7 1,400±12.3

13 18.1±0.4 1,950±15.3

14 13.3±0.3 200±4.3

15 36.0±0.3 300±3.2

L67 68.7±4.3 1,800±43.2

17 16.2±0.4 210±5.6

18 14.3±0.3 1,850±20.2

This table was reprinted with permission of publisher.

이 있으며(Tillie-Leblond et al., 1999; Herrick et al., 2000), 

IL-1β는 Th2 및 B 세포를 조절하기 위해 IgE를 대체하는 클래스 

전환 과정에서 중요한 자극제, IL-10은 Th1 세포의 분화를 억제하

는 IL-12 및 IFN-γ (Th1 사이토카인)의 중요한 억제제로서 기능

한다는 것을 알 수 있다(Ritter et al., 2014; Murphy et al., 

2000). BPA가 Th2 반응을 유도하기 때문에, RBL-2H3 세포에서

의 IL-1β, IL-6 및 IL-10의 유전자 발현을 조사한 결과, BPA 처리

가 IL-1β, IL-6 및 IL-10의 발현을 촉진한다는 것을 발견하였다. 

이것은 BPA가 IL-1β, IL-6 및 IL-10을 통해 Th0에서 Th2 세포

로의 분화를 촉진한다는 것을 나타낸다. 그러나 BPA 처리에 의해 

유도된 IL-1β, IL-6 및 IL-10의 증가된 발현은 L67 단백질 처리

에 의해 유의하게 억제되었다. 

본 연구는 L67 단백질이 ERK와 p38 MAPK의 인산화를 억제하는 

Fig. 2. Inhibitory effect of Lactobacillus plntarum L67 protein on 
IL-1β, IL-6, and IL-10 expression in bisphenol A (BPA)-treated 
RBL2H3 cells. This figure was reprinted with permission of pu-
blisher.

것뿐만 아니라, 염증 관련 인자(Th2 관련 사이토카인)가 있는 L67 

단백질이 BPA에 의한 IL-1β, IL-6, IL-10의 활성을 억제시킬 수 

있음을 확인한 것으로 L. plantarum L67 균주가 Th2 관련 면역 

질환의 예방에 도움이 될 수 있는 새로운 식품 소재로써의 가치가 

있을 것으로 판단되었다. 
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