
 The purpose of this study was to investigate probiotic char-
acteristics and immune enhancing effects of Bifidobacterium 
(B.) longum KBB1-26 and BIF-4, B. breve KBB5-22 isolated 
from human intestine for probiotic use in humans and 
animals. We measured acid, bile and heat tolerance, antimi-
crobial activity against pathogenic bacteria, Escherichia (E.) 
coli, Salmonella (S.) Enteritidis, Staphylococcus (S.) aureus, 
and Listeria (L.) monocytogenes. Immune enhancing effects 
of B. longum and B. breve were investigated by measuring 
nitric oxide (NO), nuclear factor (NF–κb), interleukin-1ß 
(IL-1ß), interleukin-6 (IL-6), interleukin-12 (IL-12) and tu-
mor necrosis factor- α (TNF- α) in RAW 264.7 cells or RAW 
BLUE cells. B. longum KBB1-26 was survived at pH 2.0. B. 
longum KBB1-26 and BIF-4, B. breve KBB5-22 also showed 
tolerance to 0.3% of oxgall bile salt. B. longum KBB1-26 
was able to survive at 70 ℃ and  80 ℃ for 20 min. KBB1-26 
showed the antimicrobial inhibition zone to pathogenic bac-
teria such as E. coli (12 mm), S. Enteritidis (14 mm), S. au-
reus (14 mm) and L. monocytogenes (41 mm). The produc-
tion of NO (4.5 ± 0.00μM/mL) and IL-1β (39.7 ± 0.55pg/mL) 
of KBB1-26 significantly higher than BIF-4 and KBB5-22, 
respectively. In addition, KBB1-26 and KBB5-22 induce the 
production of high level of TNF-α and IL-6 in macrophages. 
Collectively, B. longum KBB1-26 have acid, bile, heat toler-
ance, antimicrobial activity and immune enhancing effects. 
These results suggest that KBB1-26 can be used as probiot-
ics for humans and animals. 
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Introduction
Bifidobacterium은 역사적으로 모유영양아로부터 처음 분리
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되어 당시에는 Lactobacillus bifidus로 분류되었으나, 균 형태 

및 세포벽 성분이 Lactobacillus와는 차이가 있다고 밝혀져, 

현재는 Lactobacillus 속에서 독립되어 Bifidobacterium속으로 

분류되고 있다[1, 2]. Bifidobacterium는 Gram positive의 혐

기성 세균으로 간균이며, Y자 모양 혹은 곤봉 모양인 무포

자 세균이다[3]. Bifidobacterium은 운동성이 없으며 일반적

으로 20℃~41℃에서 생육하고 최적온도는 37℃, 최적 pH

는 6~7이다[4]. Bifidobacterium은 장내세균총에서 높은 비

율을 점유하고 있는 우점 세균 중의 하나로, 모유수유 태아

와 건강한 성인에게서 중요한 유산균으로 알려져 있다[1]. 

Bifidobacterium 중 많은 균종이 외인성 병원체에 대해 방어능

력을 갖고 있는 것으로 밝혀지고 있는데[5], 이 과정은 Bi-
fidobacterium이 침입자의 군체 형성을 지연시키거나, 젖산과 

아세트산과 같은 유기산을 3:2의 비율로 장관내에 방출하여 

장내 pH를 조절하는 것에 기인하는 것으로 알려지고 있다

[1]. Bifidobacterium은 과산화수소, 유기산 및 박테리오신 등

과 같은 항균물질 생산을 통해 유해균의 생장을 억제해주고 

장관 상피세포에 유해세균이 부착되는 것을 경쟁을 통해 막

아주거나 숙주의 점액 분비를 증가시키는 것 등을 통해 장 점

막의 유익한 환경을 유 지해 주는 역할을 하고 있다[6]. 또한 

유당불내증의 완화, 혈중 콜레스테롤의 감소, 항암작용, 면

역 조절 작용, 혈중 지방 농도 개선, 비타민 B군 등 합성, 식

품의 영양학적 가치의 증진 등의 유익한 효과를 나타내어 장

내 세균 중 가장 대표적인 유익균으로 알려지고 있다[6-9] 

 많은 유익한 기능들을 지니는 Bifidobacterium이지만 장관용 

생균제(probiotics)로 선발되기 위해서는 이론적 근거가 필

요하다. 예를 들어 생균제는 안전성, 생존성, 장내정착성, 항

미생물제 생성능, 면역 증강능, 병원성균 억제능, 관능적 특

성, 박테리오파지 저항성, 제조 과정 중의 생존성 등을 지녀

야 한다[10]. 특히 미생물이 생균제로 이용되기 위해서는 내

산성과 내담즙성을 지녀야 한다. 생균제 섭취 후 위산에 대한 

내성을 지녀야 위를 통과한 후 소장에 도달할 수 있으며, 담

즙 내성을 통해 췌장효소 및 쓸개에서 분비되는 담즙산에 견

디고 생존한 상태로 장관에 도달하여 내인성 미생물의 균형

과 대사에 영향을 줄 수 있다[11]. 실제로 생균제로서의 기
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능을 수행하려면 장내 담즙의 농도(0.3%)의 oxgall이 함유

된 배지에서 성장할 수 있는 내성을 가지고 있어야 한다[12]. 

이와 같은 필요성 때문에 생균제 균주의 선발 시 균주의 내산

성 및 내담즙성 실험이 필요하다. 몇몇 생균제의 또 다른 특

성으로는 in vitro 조건에서 생균제가 장내 병원성균과 부패균

의 생육을 억제하는 것이다. 이들의 유해균 억제기작은 유기

산 (초산과 젖산), hydrogen peroxide, 박테리오신과 같은 

항균물질의 생산, 장내 상피세포의 부착장소 경쟁 등이 작용

하는 것으로 알려져 있다[13]. 

생균제는 대식세포를 활성화시켜 동물과 사람의 면역효과

를 증진시키는 효능이 있다. 대식세포는 인체 내의 면역시

스템 항상성 유지의 중요한 역할을 하는 포식세포로 lipo-

teichoic acid(LTA), lipopolysaccharides(LPS), nitric 

oxide(NO), interleukin-1ß(IL-1ß), interleukin-6 

(IL-6), interleukin-12(IL-12) 등에 의해 활성화된

다. 대식세포가 외부의 자극이나 침입한 병원체에 의해 활

성화되면 염증유발인자인 TNF-α, IL-1ß 및 IL-6같

은 cytokine을 생성하고 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)와 cyclooxygenase=2(COX-2)의 합성을 거쳐 

NO를 생성한다[12]. 이렇게 생성된 NO는 박테리아와 종

양의 성장을 억제하거나 제거하는 등 여러 역할을 수행한다

[12]. IL-1ß는 중요한 전염증성인자로 다른 cytokine들

과 chemokine들을 분비하도록 유도한다. 또한 세포증식, 분

화, 사멸같은 세포반응에도 관여한다[14]. TNF-α는 전형

적인 다기능적 cytokine으로 조혈작용, 면역반응 그리고 염

증을 조절하고, 대식세포로부터 분비되거나 세포 면역 활성

과정에서 분비되어 염증과정과 병원성 세균 감염을 억제한

다[15-17]. 이와 같은 NO나 IL-1ß, IL-6, TNF-α 등

의 cytokine이 활성화된 대식세포로부터 분비되어 면역력

을 조절하고 박테리아, 곰팡이, 바이러스와 같은 외부 침입요

소들로부터 지켜준다[18, 19]. 따라서 이 논문에서는 선별

된 Bifidobacterium의 생균제로의 활용 여부 확인을 위해 NO, 

IL-1ß, TNF-α를 측정하여 면역증진효과를 확인하였다.

Bifidobacterium은 과거에는 다른 유산균에 비해 영양 요구

가 복잡하고 생육환경이 혐기성 조건이기 때문에 그 배양

과 이용에 어려움이 있었지만 점차 장내 세균에 대한 혐기

배양법이 발달됐고 Bifidobacterium의 여러 기능성이 알려져 

생균제로의 활용 가능성이 더욱 높아진 실정이다. 이러한 추

세에 따라 최근 들어 한국 유아 및 성인의 장관에서 분리된 

Bifidobacterium을 생균제로 이용하려는 연구가 점차 진행되

어 왔다[1]. 

본 연구에서도 실험실에서 확보하고 있는 사람의 장내에서 

분리한 Bifidobacterium의 생균제 사용가능성을 확인하기 위

해 실험을 진행하였다. 사람의 장에서 분리한 Bifidobacterium 
(B.) longum KBB1-26 그리고 BIF-4, B. breve KBB5-22

를 대상으로 내산성, 내담즙성, 내열성, 병원성 억제능을 실

험하여 생균제적 특성을 확인하였으며, 면역 증진효과를 확

인하기 위해 NO 및 Cytokine 측정을 진행하였다.

Materials and Methods
공시 유산균

본 연구에 사용한 유산균주는 본 연구실에서 사람장내에서 

분리한 Bifidobacterium (B.) longum BIF-4 균주와 모유영양

아의 분변에서 분리한 B. longum KBB1-26 그리고 B. breve 
KBB5-26균주이다. 

내산성 및 내담즙성 검사

분리된 유산균주들의 내산성을 평가하기 위하여 pH 농도

별로 생존여부를 확인하였다. 각 유산균들은 BL broth에서 

37℃, 17시간 혐기배양하여 준비하였다. 그 후, 0.05M so-

dium phosphate buffer를 HCl로 보정하여 만든 pH 7, 6, 

5, 4, 3, 2 완충용액 속에 각각 접종하여 37℃에서 2시간 정

치 배양하였다. 배양 후 균주의 생존여부를 확인하기 위하여 

각 용액을 단계 희석하여 균수 측정을 진행하였고, 생존한 

균주를 내산성 균주로 판정하였다. 내담즙성을 확인하기 위

해 Oxgall(pH 7.0; Difco, USA)이 0%, 0.3%씩 첨가된 BL 

agar배지에 각 유산균주들을 도말하여 37℃에서 48시간 동

안 혐기배양한 후, 생존한 집락을 계수하여 생존한 균주를 내

담즙성 균주로 판정하였다[20]. 

내열성 검사

유산균주들을 BL broth에 37℃, 17시간 혐기배양하여 

L-cysteine(Sigma, USA)이 0.05% 첨가된 BL broth에 

1.0ⅹ107 CFU/mL가 되도록 접종하였다. 희석된 유산균주

들을 70℃, 80℃에 각각 5, 10, 15, 20분간 노출시킨 후 BL 

agar 배지에서 37℃, 48시간 동안 배양하였다. 초기 생균수

와 열 처리 후 형성된 집락 수의 차이를 확인하여 내열성 여

부를 판정하였다[20]. 

병원균 억제능 검사

병원균 억제능을 검사하기 위하여 Flemming 등에 의해 언

급된 agar spot assay를 변형하여 사용하였다[20]. Agar 
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Table 1. Antimicrobial activity of the Bifidobacterium species

Strains

Zone of inhibition (mm)

E. coli Salmonella 
Enteritidis

Staphylococcus
 aureus

Listeria
monocytogenes

Bifidobacterium longum KBB1-26 12 14 14 41

Bifidobacterium longum  BIF-4 13 15 15 42

Bifidobacterium breve KBB5-22 17 17 15 40



spot assay의 병원균으로는 Escherichia coli KCTC 1682, 

Salmonella Enteritidis KCCM 12021, Staphylococcus aureus 
KCTC 1621, Listeria monocytogenes KCTC 3569 균주를 사

용하였다. 각 병원균을 10mL Brain heart infusion broth 

(BBL, USA)에 접종한 후 37℃에서 24시간 호기배양하

였다. BL agar배지에 배양된 Bifidobacterium(KBB1-26, 

BIF-4 그리고 KBB5-22)을 2μL 점적하여 spot이 형성되

도록 37℃에서 24시간 혐기배양하였다. 배양 후 각 agar에 

7ml BHI agar(0.7%) 혼합된 병원균을 pouring하여 37℃

에서 24시간 혐기배양한 후 억제환을 측정하였다. Spot 주

위의 형성된 억제환의 직경을 mm단위로 측정하여 병원균의 

억제정도를 평가하였다[21].

Heat-killed 유산균 준비

실험에 사용할 유산균(KBB1-26, BIF-4, 그리고  KBB5 

-22)들을 BL broth에서 37℃, 17시간 혐기배양한 후, BL 

agar 배지를 이용하여 균수를 측정하였다. 배양액 전체를 

12,000rpm에서 10분 간 원심분리하여 상층액은 버리고 균

체만을 phosphate buffered saline(PBS; pH7.2)으로 세척

하였다. 세척 후 PBS로 1.0 × 108  CFU/mL 균수를 희석하

고 110℃에서 15분 간 열처리하여 유산균을 사멸시켜 면역

활성 측정 시료로 사용하였다[22]. 

세포배양

Dulbecco’s modified Eagles’s medium(DMEM; Hy-

Clone, USA) 배지에 10% FBS(Gibco, USA), 1% 

Penicillin/Streptomycin(Gibco, USA)을 첨가하여 37℃ 

water bath에 실험 전 30분 정도 보온하였다. RAW 264.7 

세포와 RAW BLUE 세포수를 5.0 × 105 cell/mL가 되도록 

12 well pate에 분주한 후 heat-killed cell을 접종하여 48h 

배양하였다. 배양 후 상층액 900μL를 회수하여 NO, NF-

κB 및 cytokine의 농도를 각각 측정하였다[22]. 

NO 측정

NO의 농도는 Griess reagent(Promega, USA)를 이용하

여 측정하였다. 배양액 시료 50μL와 nitrite standard(0-

100μM sodium nitrite)를 96-well plate에 분주한 후, 

1% sulfanilamide가 함유된 5% phosphoric acid 50μL와 

0.1% N-1-naphthyl ethylenediamine dihydrochloride 

50μL를 동량으로 섞어 각 well에 분주하여 실온의 암실에

서 10분간 방치하였다. 반응이 끝난 후 540nm에서 흡광도

를 측정하였다. 측정한 흡광도 값을 standard 표준곡선을 이

용하여 NO의 농도를 계산하였다[22]. 

NF-κB 측정 

유산균주들의 NF-κB pathway 활성화정도를 확인하기 

위하여 secreted alkaline phosphatase reporter gene이 

안정적으로 transfection된 RAW BLUE cells(InvivoGen, 

USA)을 사용하였다. RAW BLUE cells을 96-well-plate

의 각 well당 5.0 × 105 cell/mL가 되도록 분주한 후, 1.0 

× 108 CFU/mL 농도로 맞춘 heat-killed 유산균 100 μL

를 첨가하여 배양하였다. 48시간 배양 후, 상층액 20 μL와 

QUANTI-Blue(InvivoGen, USA) 시약 180μL를 37℃에

서 15분간 암실에서 반응시켰다. 모든 시료는 3회 반복으로 

620 nm 파장에서 측정하였다[23].

Cytokine 측정

TNF-α, IL-1β, IL-6 그리고 IL-12와 같은 cytokine 

농도는 ELISA kit (BD, USA)를 이용하여 측정하였다. 각 

cytokine의 capture antibody가 coating된 96-well-plate

에 비특이적인 반응을 억제하기 위해 1시간동안 Blocking 

작업을 진행하였다. Plate를 washing한 후, 유산균 sample 

(KBB1-26, BIF-4 그리고 KBB5-22)과 standard용액

을 각 well에 200μL씩 분주하여 실온에서 2시간 배양하

였다. Washing을 실시한 후, detection antibody를 각 well

에 분주하여 1시간 동안 반응시키고, 그 후 Avidin-HRP

를 30분간 실온에서 반응시켰다. 마지막으로 발색시약인 

Teteramethylbenzidine(TMB)를 암실에서 15분 반응시

키고, 50μL H
2
SO

4
 stop solution 로 반응을 중지시켰다. 

반응이 끝난 plate를 30분 이내에 450nm에서 흡광도를 측

정하였다. 측정한 흡광도 값을 standard 표준곡선을 이용하

여 계산하였다[22].

통계분석 및 유의성 검정

통계처리는 SPSS(Window ver. 12.0; SPSS, USA)를 이

용하였으며 그룹간의 유의성 검정은 ANOVA와 Duncan’s 

tests를 사용하였다(p<0.05).

Results
내산성 및 내담즙성 결과

Bifidobacterium 균주들의 내산성 및 내담즙성 검사 결과를 

Fig. 1에 나타내었다. 실험 결과 pH 2에서 B. longum KBB1-

26이 생존하여 가장 우수한 내산성을 나타내었다. B. breve 
KBB5-22균주는 pH 4에서 생존하는 것이 확인되었다(Fig 

1A). 내담즙성 실험 결과 B. longum KBB1-26과 BIF-4,  B. 
breve  KBB5-22 모두 0.3% Oxgall에서 생존하여 내담즙성

을 지니는 것으로 확인되었다(Fig 1B).

내열성 확인 결과

내산성 및 내담즙성을 확인한 Bifidobacterium 균주들의 내열

성을 확인한 결과 B. longum KBB1-26 균주가 80℃에서 20

분동안 살아남아 우수한 내열성을 지닌 것으로 확인되었다. 

B. breve KBB5-22는 70℃에 67서 5분간 생존하여 KBB1-

26균주보다는 약한 내열성을 보였으며, B. longum BIF-4는 

모든 조건에서 내열성을 보이지 않았다(Fig. 2)

병원균 억제능

Bifidobacterium  균주들의 병원균 억제능 실험결과를 Table 

1에 나타내었다. Bifidobacterium 3균주 모두 E. coli KCTC 

1682, Salmonella Enteritidis KCCM 12021, Staphylococcus 
aureus KCTC 1621, Listeria monocytogenes KCTC 3569에 

대해 비슷한 수치로 항균활성을 나타내었다. 특히 3균주 모

두 Listeria monocytogenes에 대하여, 가장 높은 병원균 억제
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능을 보였다.

NO 및 NF-Κb 활성 확인

열처리하여 사멸시킨 유산균주들의 NO 생성능을 측정한 

결과, B. longum KBB1-26(4.5 ± 0.00μM/mL)이 B. long-
um BIF-4(1.8 ± 0.07μM/mL)와 B. breve KBB5-22(4.1 

± 0.02μM/mL) 균주보다 유의적으로 높은 수준의 NO를 

생성하여 뛰어난 NO생성량을 유도하는 것으로 확인되었다. 

NF-κβ 활성을 흡광도로 측정한 결과, B. breve  KBB5-

22(0.361 ± 0.01)가 가장 높은 활성을 보였다. B. longum 
KBB1-26(0.267 ± 0.01μM/mL)과 B. longum BIF-4 

(0.423 ± 0.02μM/mL) 또한 NF-κB의 활성을 높은 수

준으로 유도하였다 (Fig. 3).

Cytokine 생성능 확인 

TNF-α 생성량의 경우 유산균주들 모두 높은 수준의 

TNF-α 생성을 유도하는 것이 확인되었으며, 그 중에서

도 B. longum KBB1-26(3746.4 ± 167.33 pg/mL)과  B. 
breve KBB5-22(3971.0 ± 131.49 pg/mL)가 B. longum  
BIF-4(2865.9 ± 103.69 μM/mL)보다 유의적으로 증가

한 형태를 보였다(Fig 4A). 또한 B. longum  KBB1-26 균

주는 9.7 ± 0.55 pg/mL로 높은 IL-1β를 생성하여  B. 
breve KBB5-22(36.5 ± 1.26 pg/mL)와 B. longum BIF-

4(6.6 ± 1.45 pg/mL)보다 유의적인 차이를 보였다(Fig 

4B). IL-6 측정 결과에서는 3균주 모두 유의적으로 비슷하

게 IL-6를 생성하였다(Fig. 4C). 마지막으로 IL-12 측정

결과, B. longum KBB1-26(4.8 ± 0.09 pg/mL)과 B. breve 

Fig. 2. Heat tolerance of Bifidobacterium spp. A KBB1-26; B 
BIF-4 and C KBB5-22. Freshly prepared lactic acid bacteria 
were inoculated of broth and exposed in 70℃ and 80℃ for 5, 
10, 15, 20 minute. KBB1-26; Bifidobacterium longum KBB1-
26, BIF-4; Bifidobacterium longum BIF-4, KBB5-22; Bifido-
bacterium breve KBB5-22.

Fig. 1. Acid and bile-salt tolerance of Bifidobacterium spp. A 
Acid; B bile-salt tolerance of KBB1-26, BIF-4 and KBB5-22. 
Freshly prepared lactic acid bacteria were inoculated of the so-
dium phosphate buffer from pH2 to pH7 and 0.3% (w/v) oxgall 
broth. KBB1-26; Bifidobacterium longum KBB1-26, BIF-4; 
Bifidobacterium longum BIF-4, KBB5-22; Bifidobacterium 
breve KBB5-22.



KBB5-22(4.8 ± 0.30 pg/mL)이 B. longum BIF-4(1.48 

± 0.17μM/mL)보다 유의적으로 IL-12 생성수준을 높였

다(Fig. 4D).

Discussion
본 연구에서는 사람의 장내와 모유영양아의 분변에서 독자

적으로 분리한 Bifidobacterium의 probiotics 사용가능성을 확
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Fig. 3. Effect of KBB1-26, BIF-4 and KBB5-22 on cytokines in 
RAW 264.7 cell. Production of A NO B NF-κB in RAW 264.7 
cells. RAW 264.7 cells (5 × 105 cells/mL) were cultured with 
probiotic cells for 48h. Culture supernatants were collected and 
analyzed for cytokine induction. NC, negative control; PC100, 
LPS at 100 ng/mL; PC500, LPS at 500 ng/mL; PC1000, LPS 
at 1000 ng/mL; KBB1-26, Bifidobacterium longum KBB1-26 
at 1 × 108 CFU/mL; BIF-4, Bifidobacterium longum BIF-4 at 
1 × 108 CFU/mL; KBB5-22, Bifidobacterium breve KBB5-22 
at 1 × 108 CFU/mL. Different superscript letters (a, b, c, d, e, 
and f) indicate statistical differences as determined by ANOVA 
(p<0.05).

Fig. 4 Effect of KBB1-26, BIF-4 and KBB5-22 on cytokines in 
RAW 264.7 cell. Production of A TNF-α; B IL-1β; C IL-6; D 
IL-12 in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (5 × 105 cells/mL) 
were cultured with probiotic cells for 48h. Culture supernatants 
were collected and analyzed for cytokine induction. NC, nega-
tive control; PC100, LPS at 100 ng/mL; PC500, LPS at 500 ng/
mL; PC1000,  LPS at 1000 ng/mL; KBB1-26, Bifidobacterium 
longum KBB1-26 at 1 × 108 CFU/mL; BIF-4, Bifidobacterium 
longum BIF-4 at 1 × 108 CFU/mL; KBB5-22, Bifidobacterium 
breve KBB5-22 at 1 × 108 CFU/mL. Different superscript let-
ters (a, b, c, d, e, and f) indicate statistical differences as deter-
mined by ANOVA (p<0.05)
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인하기 위해 내산성, 내담즙성, 내열성, 병원성 억제능 및 면

역효과 확인을 위한 NO 및 cytokines 그리고 NF-κB 측정

실험을 진행하였다. Probiotics는 경구로 투여되어 소화관을 

경유하므로, 위 내의 낮은 pH에서 생존할 수 있는 내산성, 소

장내의 담즙에 저항하는 내담즙성을 갖추어야 하며 가공시의 

열처리에 견딜 수 있는 내열성, 치료용으로 투약되는 항생제

에 대한 내성도 요구된다[11]. 내산성 실험 결과 B. longum  
KBB1-26이 pH 2에서 생존하여 높은 내산성을 보였고, 그 

외의 B. longum KBB1-26과 BIF-4는 pH 4에서 안정성을 

보이다가 pH3부터 생존하지 못하였다. 이러한 내산성 결과

는 Matosumoto 등의 연구보고와 유사한 결과를 나타내는데 

Matosumoto 등에 따르면, B. lactis와 B. animalis가 pH 3-5

에서 3시간동안 높은 생존력을 보여 가장 안정적이었고, B. 
longum 및 B. breve는 pH 3부터 낮은 생존력을 보였다[24]. 

또한 모든 균주는 0.3% Oxgall 에서 우수한 내담즙성을 보

였다. 따라서 본 연구에서 사용된 유산균주들은 위산과 같은 

낮은 pH에서 생존할 수 있으며 쓸개에서 분비되는 담즙에 대

한 내성을 지니는 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과는 Ryu

등과 Lin등의 연구에서 사용한 모든 Bifidobacterium 속 세균

이 0.3% oxgall에서 생존한 연구결과와 유사하다[20, 25]. 

또한 내열성 실험에서 B. longum KBB1-26이 70℃, 80℃에

서 20분간 생존하여 높은 내열성을 지닌 것으로 확인되었고 

B. breve KBB5-22는 70℃에서 5분간 생존하여 KBB1-26

균주보다는 낮은 내열성이 확인되었다. Ding 등의 연구에서 

Lactobacillus, Bifidobacterium 속 8균주들의 내열성을 비교한 

결과, 65℃에서 30분이 경과되었을때 대부분의 균의 60%

만 생존하였다[26]. 본 연구에서 KBB1-26균주는 70℃에

서 20분 경과 후, 50%정도 생존하여 다른 유산균주들과 비

교하였을 때 우수한 내열성을 가지는 것으로 생각된다. 이

와 같은 결과로 보아 선별된 Bifidobacterium 중 KBB1-26

이 Probiotics로의 활용가능성이 가장 높은 것을 확인할 수 

있었다. E. coli KCTC 1682, Salmonella Enteritidis KCCM 

12021, Staphylococcus aureus KCTC 1621, Listeria monocy-
togenes KCTC 3569, 4종류의 병원균에 대한 병원균 억제능

을 측정한 결과 선별된 3균주 모두 병원균에 대해 억제 활성

을 나타내었다. El-kholy 등과 Sarinena 등의 연구에서는 

B. longum을 포함한 여러가지 유산균주들의 병원균 억제능을 

확인하였고 억제환의 직경이 11-17mm 일 경우 억제능이 

높다고 판단하였다. 또한 17mm를 넘는 경우 우수한 항균활

성을 갖는 것으로 평가하였다 [27,28]. 본 연구에서도 3균주 

모두 모든 병원균에 대해 11mm이상의 억제환을 생성하였음

으로 높은 병원균 억제능을 갖는 것으로 보여진다. 

이러한 연구결과는 이전 연구결과들과 유사하며, 일반적으

로 Bifidobacterium을 포함한 많은 젖산균이 유기산, hydro-

gen peroxide, bacteriocin과 같은 항생물질을 생산 및 장내 

상피세포와의 경쟁을 통해 병원균을 억제하는 특성을 가지고 

있다고 알려져 있다[20,29,30].

최근에 유산균의 많은 유익한 생리적 역할 중에서, 면역

기능 강화에 대한 관심이 높아지고 있다. 특히 유산균이 대

식세포를 자극하여 활성화되면 탐식작용, 각종 cytokine 생

산, 항종양활성, 항원제시 등의 기능으로 숙주의 방어와 감염

에 중요한 역할을 한다는 다수의 보고가 있다[31]. 본  연구

에서는 heat-killed 처리한 유산균주들의 NO, NF-κB 및 

cytokine(TNF-α, IL-1β, IL-6 그리고 IL-12)의 생성

능을 측정하였다. 열처리 된 유산균을 실험에 사용한 이유

는 유산균이 성장하면서 산을 생성하기 때문에 그로 인한 대

식세포의 죽음을 방지하고 균이 죽은 상태에서도 균체 자체

가 내는 면역활성을 알 수 있는 장점이 있기 때문이다[32]. 

실험 결과, KBB1-26은 다른 유산균주들 보다 높은 수준

의 NO, IL-1β를 생성하였다. 과거의 많은 연구들에서도 

heat-killed Bifidobacterium과 Lactobacillus species이 대식세

포에서 hydrogen peroxide와 NO, IL-6 그리고 TNF-α 

를 높은 수준으로 생성하는 것을 확인하여 heat-killed 유산

균주들의 면역증강효과를 입증한 바가 있다[33-36]. 또한 

Fang 등은 사람의 장내에서 분리한 Bifidobacterium species가 

J774.1 대식세포에서 다양한 cytokine생성의 증가를 유도

한다는 연구결과를 보고하였다[37]. 마찬가지로 본 실험에

서도 heat-killed한 B. longum KBB1-26 균주가 직접 대식

세포를 자극하여 NO와 염증성 cytokine을 생산하여 면역활

성을 보이는 것을 확인하였다.

결론적으로 선별된 유산균주 중 B. longum  KBB1-26이 내

산성, 내담즙성, 내열성, 병원성 억제능 등을 고려했을 때 생

균제로서의 활용가능성이 가장 높은 것으로 확인되었다. 또

한 KBB1-26의 면역증강효과가 NO, IL-1β 생성량이 다

른 유산균주들보다 뛰어나 높은 면역증강효과 역시 입증되었

다. 그러나 생체내에서의 면역활성 효과를 확인하기 위하여

는 향후 추가적인 동물실험을 통해 이러한 면역 증강 활성을 

재확인하는 추가연구가 필요할 것으로 생각된다. 따라서 이

번 결과를 바탕으로 생균제 특성을 가지고 면역활성이 뛰어

난 B. longum  KBB1-26이 사람 및 동물의 건강기능성 식품

소재로 활용될 수 있는 우수한 유산균주로 생각된다. 
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