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국문요약 

 

대장암 세포에서 lactobacilli와 lactobacilli 배양 배지가 IL-1β  자

극에 의한 IL-8 생성에 미치는 영향 

 

Probiotics는 건강에 이로운 효과를 나타내는 살아있는 organism

으로서 lactobacilli, bifidobacteria, streptococci 등의 세균과 yeast 

인 Sacharomyces boulardii 등이 널리 알려져 있다. 최근에 

probiotics가 아토피, 급성 설사, 염증성장질환 등 여러 염증성 질환

의 치료와 예방에 효과가 있다는 보고가 많은데 아직 염증억제 기전

에 대한 연구는 매우 부족하며, 실제 염증을 억제하는 물질에 대해

서도 거의 알려진 바가 없는 실정이다. 이에 연구자는 대장암 세포

(Caco-2 세포)에서 probiotics인 lactobacilli가 IL-1β  자극에 의한 

IL-8의 생성과 그 중간 신호전달경로인 NF-κ B에 미치는 영향을 

알아보고, 실제 염증을 억제하는 물질을 밝혀 보고자 하였다. 

Lactobacilli로는 L. casei rhamnosus GG (LGG), L. casei YIT 

9018, L. acidophilus HY2177, L. casei HY2743 등 4가지 균주를 

사용하였다. IL-8의 생성량은 ELISA 방법으로 측정하였고, IL-8 

유전자의 전사활성도와 NF-κ B 활성도는 luciferase reporter 

assay로 측정하였으며, Iκ B-α  분해 정도는 western blot을 

이용하여 분석하였다. Lactobacilli의 생존여부가 IL-1β 에 대한 

반응에 영향을 미치는지 알아보기 위하여 항생제, formaldehyde 

또는 열처리한 LGG를 사용하였으며, lactobacilli의 어떤 구성성분이 

IL-1β 에 대한 반응에 영향을 미치는지 밝히기 위하여 LGG를 

sonication하여 얻은 extract와 debris를 사용하였다. 또한 

lactobacilli가 분비하는 물질이 IL-1β 에 대한 반응을 억제하는지 

알아보기 위하여 LGG 배양 배지(LGG-cm)를 사용하였으며 LGG-

cm에 포함된 IL-1β 에 대한 반응 억제물질의 성질을 규명하기 

위하여 DNase I, proteinase K 또는 열처리한 LGG-cm을 

사용하였다.  
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1. Caco-2 세포에 IL-1β 를 처리하였을 때 IL-8 생성이 유의

하게 증가하였고, IL-1β  처리 30분전에 LGG, L. casei YIT 

9018, L. acidophilus HY 2177, 그리고 L. casei HY 2743을 

각각 전처치 하였을 때는 lactobacilli 농도에 비례하여 IL-8

생성이 유의하게 억제되었다.  

2. IL-8 유전자의 전사활성도와 NF-κ B의 활성도는 IL-1β  

처리 후 각각 4.6배 및 4.3배 증가하였으며, 이러한 활성도

의 중가는 전처치한 LGG농도에 비례하여 억제되었다. IL-1

β 에 의한 Iκ B-α  분해 정도는 대조군 세포의 Iκ B-α  레

벨을 100%로 하였을 때 IL-1β 를 처리하고 15분 경과 후에

는 81%가 분해되어 19%만 남아 있었고, 30분, 60분, 그리고 

90분 경과 후에는 각각 29%, 49%, 56%로 회복되었다. LGG

를 전처치한 후 IL-1β 를 처리하였을 때는 15분, 30분, 60분 

경과 후 Iκ B-α  레벨이 각각 56%, 59%, 93%로 회복되어 

I-κ Bα  분해가 완전히 억제되지는 않았으나 부분적으로 억

제되었다. 

3. LGG의 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과는 LGG를 항생

제 혹은 formaldehyde로 처리하여도 유지되었으나 열처리하

면 소실되었다.  

4. LGG를 sonication 시킨 후 분리한 debris는 IL-1β 에 의한 

IL-8 생성 억제 효과를 보였으나 extract는 억제효과를 가

지지 않았다. LGG debris의 IL-1β 에 의한 IL-8생성 억제 

효과는 LGG debris를 formaldehyde로 고정하여도 유지되었

으나 열처리하면 소실되었다.  

5. 실험에 이용한 4가지 lactobacilli의 배양배지(lactobacilli-

cm)는 모두 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제하였으며, 

LGG-cm을 proteinase K, DNase I 또는 열처리하여도 IL-1

β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과는 유지되었다.  

 

결론적으로 본 연구를 통하여 사람 장 상피상피(Caco-2 세포)에
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서 LGG가 IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성을 억제하는 것을 확인하

였으며, 이러한 효과는 최소한 부분적으로는 NF-κ B 경로의 억제를 

통해 이루어진다는 것을 알 수 있었다. IL-8 생성을 억제하는 효과

는 LGG의 구조를 이루는 물질과 LGG가 분비하는 물질 모두가 가지

고 있으며 이 두 가지 물질의 성질이 서로 다르다는 것을 확인하였

다.  

 

핵심되는 말 : lactobacilli, lactobacilli-cm, IL-8 
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대장암 세포에서 lactobacilli와 lactobacilli 배양 배지가 IL-1β  자

극에 의한 IL-8 생성에 미치는 영향 

 

 

<지도 김 원 호 교수> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

최 창 환  

 

Ⅰ. 서  론 

 

인체에서 상재균은 피부, 구강점막, 상기도, 요로기관, 여성의 질 

등에 존재하나, 위장관 내에 가장 많이 존재한다.1,2 위장(stomach)은 

위산으로 인한 낮은 pH 때문에 위장 내 내용물 1ml 당 0-103 

colony forming units (CFU) 정도의 상대적으로 적은 수의 세균을 

포함하고 있으나 하부위장관에는 높은 pH와 느린 통과시간 때문에 

다양하고 많은 수의 세균이 존재한다. 가장 많은 곳에는 하부위장관 

내 내용물 1ml 당 1011-1012 CFU 의 세균이 존재하며 Bacteroides 

종류, Clostridium 종류, bifidobacteria, fusobacteria, eubacteria 와 

같은 혐기성 세균이 그 대부분(99.9%)을 차지한다.3,4 

하부위장관에 주로 존재하는 probiotics는 건강에 이로운 효과를 

나타내는 살아있는 organism을 말한다.5 상업적으로 사용되는 대표

적인 probiotics는 유산균(lactic acid bacteria) 인데 이는 위장관 내

에 정상적으로 존재하는 상재균이며 대개는 해가 없다. 그 외에 요

구르트 등의 성분으로 쓰이는 bifidobacteria, streptococci 등의 세

균과 yeast 인 Sacharomyces boulardii 등이 널리 알려져 있다.6 

Probiotics는 위장관 점막 장벽의 통합성(integrity)을 유지시켜주고, 

병원균의 과증식을 억제함으로써 위장관 상재균의 대사작용과 구성

을 조절하며, 그 외 여러 가지 기전을 통하여 인체에 유익한 영향을 

미친다.7 항생제와 비슷한 역할을 하는 물질을 분비하는 기능, 장관
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의 pH를 낮추는 기능, 인체의 영양에 도움이 되는 비타민 B와 K 및 

단쇄지방산(short chain fatty acid; acetate, butyrate)을 생산하는 기

능, 발암물질과 답즙산의 대사하는 기능, 그리고 대식세포와 자연살

해세포(natural killer cell) 활성화, 림프구 증식 및 IgA 분비 증가를 

통하여 면역계를 자극하는 기능 등이 알려져 있으며, 몇몇의 

lactobacilli 균주는 위장관의 점막 표면에 부착하여 병원성 세균의 

부착을 방해한다.2,6-9  

Probiotics는 급성 설사를 일으키는 몇몇 질환의 예방과 치료에 

효과가 있다. 예를 들면 lactobacilli의 투여는 rotavirus 혹은 세균 

감염에 의한 급성 설사와10-12 항생제 연관성 설사(antibiotic-

associated diarrhea)의13-16 예방과 치료에 효과적이고, 급성 설사 

이후에 장관 내 상재균을 다시 조성하는데 효과가 있다. 또한 

lactobacilli 뿐 아니라 yeast probiotics인 Saccharomyces bouladii

도 Clostridium difficile 감염에 의한 재발성 위막성 대장염의 치료

에 효과가 있다.17-20 

  염증성장질환에서는 염증 초기의 병리기전에 세균의 역할이 중요

한데 최근에는 병리기전뿐만 아니라 치료에서도 세균의 역할이 중요

시 되어 많은 연구가 이루어지고 있으며 염증성장질환의 치료에 있

어서 probiotics의 효과를 제시한 여러 임상적 및 실험적인 연구 보

고가 있다. 염증성장질환에서 염증은 장관 내 상대적인 병원균의 우

위에 의한 상재균의 불균형에 의해 시작될 가능성이 제시되었으며, 

활동성 궤양성대장염 환자 혹은 크론병 환자의 대변 및 대장 조직검

사에서 lactobacilli 및 bifidobacteria 농도가 감소되고 혐기성 세균

의 농도가 증가되어 있다.21-24 크론병 환아에서 Lactobacillus GG 

의 투여는 점막 IgA를 증가시키며, 장 투과성과 질병 활동도를 감소

시킨다.25 Lactobacillus plantarum 299V는 IL-10 유전자 결실 생쥐 

대장염 모델에서 장점막의 장벽(barrier) 기능을 안정화 시킨다.26 궤

양성대장염 환자의 관해 유지 치료에서 mesalamine과 probiotics의 

효과를 비교한 두 연구에서 두 군 간에 효과의 차이가 없으며,27,28 

크론병 환자에서도 mesalazine 단독 투여에 비해 probiotics의 병용
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투여가 재발률을 유의하게 감소시킨다.29,30 또한 활동성 회낭염

(pouchitis) 환자의 대변에서도 lactobacillus 와 bifidobacteria의 농

도가 감소되어 있으며,31 만성 회낭염 환자에서 probiotics는 위약 

군에 비해 유의하게 좋은 치료 효과를 보인다.32  

특징적으로, 장점막으로 세균이 침투하면 NF-κ B (nuclear 

factor-κ B)의존 유전자를 활성화시킴으로써 면역반응을 일으킨다. 

이 염증반응은 TLR (Toll like receptor)을 통한 세균생성물질의 직

접적인 영향으로 시작되거나, 주변 대식세포에 의한 염증성 사이토

카인의 분비를 통해 간접적으로 시작된다. TNF-α  (tumor necrosis 

factor-α ), IL-1 (interleukin-1), LPS (lipopolysaccharide) 등의 자

극은 NIK (NF-κ B inducing kinase)와 MEKK (MAPK/ERK kinase 

kinase)1 같은 상위 인산화효소(kinase) 활성화를 통해 Iκ B kinase 

(IKKα , IKKβ )를 활성화시키며 Iκ B (inhibitor-κ B)가 인산화되면

서 ubiquitination되어 proteosome에 의해 분해되고, Iκ B에 결합되

어 억제되었던 NF-κ B가 핵 내로 이동하게 되어 consensus DNA 

element에 결합하게 됨으로써 여러 유전자를 transactivation 시켜 

발현시킨다.33-35 사람 장 상피세포에서 살아있는 비병원성 

Salmonella 균주 (Salmonella typhimurium PhoPc or S. pullorum)는 

병원성 Salmonella 균주에 의해 유발된 IL-8의 생성을 억제하는데, 

NF-κ B 경로 중 인산화된 Iκ B-α 의 ubiquitination 과정을 억제하

여 Iκ B-α 가 분해되는 것을 막음으로써 IL-8 생성을 억제한다.36 

  최근에 이렇게 probiotics에 관한 여러 임상적 및 실험적 연구가  

진행되고 있는데 아직 probiotics의 항염증 작용기전과 실제 염증을 

억제하는 물질을 밝히는 등에 대한 연구는 매우 부족한 상태이다. 

이에 연구자는 대장암 세포 (Caco-2 세포)에서 probiotics인 

lactobacilli가 IL-1β 자극에 의한 IL-8의 생성과 그 중간 과정인 

NF-κ B 경로에 미치는 영향을 알아보고, 실제 염증을 억제하는 물

질이 무엇인지 밝혀 보고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1.  세포 및 세포배양 

 

인체에서 기원한 대장 선암세포인 Caco-2 세포를 ATCC 

(Rockville, MD, USA)로부터 분양 받아 100 IU/ml penicillin, 

100ug/ml streptomycin 및 10% 열 비활성화 우태아혈청이 포함된 

RPMI-1640 배지(pH 7.4) (Gibco Introgen Corporation, Grand 

island, NY, USA)로 5% CO2, 37℃에서 배양하였으며 세포 배양 

plate 70-80% confluence 상태에서 실험을 진행하였다.   

 

2.  실험 재료 및 약제 

 

Caco-2 세포를 IL-1β  2 ng/ml (R&D systems, Minneapolis, MN, 

USA)로 자극하여 최종 생성물로서 IL-8 양을 측정하였다. 

Lactobacilli 균주의 종류에 따른 IL-8 생성 억제 효과를 알아보기 

위해 IL-1β  처치 30 분 전에 4 가지 균주의 lactobacilli 를 Caco-2 

세포에 전처치하였다. 사용된 균주는 Lactobacillus casei subsp. 

rhamnosus (LGG), Lactobacillus casei YIT 9018, Lactobacillus 

acidophilus HY2177, 그리고 Lactobacillus casei HY2743 이었다. 

농도 별 반응을 보기 위해 각각 균주를 세포배양 배지 1ml 당 107, 

108, 109 CFU 의 농도로 Caco-2 세포에 처리하였다.  

 

3.  Lactobacilli 배양 

 

각각의 Lactobacillus 균주를 MRS (Man-Rogosa-Sharpe) 한천 

배지(agar plate)에 배양시킨 후 집락(colony) 하나를 MRS 액체 

배지(broth media) 10ml에 점적하고 15시간 동안 배양하였다. 

배양시킨 세균 부유액을 단계적으로 희석하여 MRS 한천 배지에 

도말하여 배양한 후 집락수를 세어 배양된 액체 배지 내 세균의 
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농도 (CFU/ml)를 구하였다. 600nm에서 이의 흡광도(optical 

density) 값을 구하여 반복 실험할 때 세균 농도의 기준 값으로 

이용하였다. 액체 배지에서 배양된 lactobacilli를 3000rpm에서 

15분간 원심분리 후 상층액을 제거하였다. 이를 항생제가 들어있지 

않은 RPMI-1640 배지로 세척한 후 다시 RPMI-1640 배지로 

실험에 사용할 농도(107, 108, 109 CFU/ml)로 희석하여 Caco-2 

세포에 처치하였다.  

  

4.  Lactobacilli 의 조작(manipulation) 

 

Lactobacilli의 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과가 다음과 같

은 조작에 의하여 어떻게 변하는지 알아보았다. 첫째, RPMI 1640 배

지 1ml 당 109 CFU 농도의 LGG를 75℃와 95℃에서 15분 간 열처

리하였다. 둘째, LGG를 100 IU/ml penicillin과 100 ㎍/ml 

streptomycin이 포함된 RPMI-1640 배지로 현탁액을 만들었다. 셋

째, 4% formaldehyde로 4℃에서 30분 간 처리하여 세균의 구조를 

고정시켰다. 넷째, formaldehyde로 고정한 lactobacilli를 다시 열처

리하였다. 그리고 lactobacilli의 어떤 구성 성분이 IL-1β  에 의한 

IL-8 생성을 억제하는지 알아보기 위하여 LGG를 RPMI-1640 배지

로 현탁액을 만들고 sonication하여 3000rpm에서 15분간 원심분리

한 후 이를 extracts와 침전물인 debris로 분리하였다. 

 

5.  Lactobacilli 배양 배지(lactobacilli-cm)의 처리  

 

Lactobacilli 를 배양시켰을 때 대사과정에서 분비하는 물질이 IL-

1β  에 의한 IL-8 생성에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위해 

MRS 액체 배지에 lactobacilli 집락 하나를 점적하고 24 시간 

배양시킨 배지를 3000rpm 에서 15 분간 원심분리한 후 0.2 ㎛ 

크기의 pore 를 가지는 filter (Pall corporation, Ann Arbor, MI, 

USA)에 통과시켜 lactobacilli-cm 을 분리하였다.   
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Caco-2 세포 배양액 양의 5%, 10%, 15% 부피로 lactobacilli-

cm 을 각각 30 분 전에 전처치 한 후 IL-1β 를 처리하고 12 시간 

경과 후 상층액 내 생성된 IL-8 양을 측정하였다. 이후 몇 가지 

방법으로 LGG-cm 을 처리하여 IL-1β 에 대한 반응의 변화를 

알아보았다. 첫째, LGG-cm 을 95℃에서 15 분 간 열처리하였다. 

둘째, LGG-cm 을 proteinase K 0.5-1.0 mg/ml 로 처리하고 

37℃에서 60 분간 반응시켰다. 셋째, LGG-cm 을 DNase I 10-120 

U/ml 로 처리하고 실온에서 30 분간 반응시켰다. Proteinase K 와 

DNase I 를 각각 lactobacilli-cm 에 처리한 후에 효소를 

불활성화시키기 위해 95℃에서 10 분간 열처리 과정을 거쳐 

전처치하였다.  

 

6.  ELISA 분석 

 

IL-8 생성은 샌드위치 ELISA 로 검출하였다. Microtiter plate 

(Costar, Corning, NY, USA)에 PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, pH 7.4, 2 mM KH2PO4)로 희석한 항-IL-8 

단세포항체를 well 당 100 ㎕ 씩 넣고 하룻밤 동안 도장한 후에 

PBST (phosphated buffered saline + Tween 20)로 3 회 세척하고 

1% BSA 로 상온에서 차단하였다. 표본과 중합된 IL-8 (R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA)을 PBST 로 희석하고, 각 well 당 

희석된 standard 나 표본(10 ㎕/ml)을 추가한 후 상온에서 2 시간 

동안 반응시켰다. 부착된 IL-8 은 biotin 부착 항체와 Streptavidin-

alkaline phosphate 에 반응한 후에 검출하였다. 세척 후에 ELISA 

증폭장치 (Gibco BRL)를 이용하여 450nm 에서 흡수 값을 

결정하였다.  

 

7.  Luciferase reporter assay  
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IL-8 유전자의 전사활성도와 NF-κ B 의 활성도는 luciferase 

reporter assay 로 측정하였다. Caco-2 세포에 human IL-8 

promotor (그림 1) 또는 NF-κ B 결합부위를 가진 luciferase 

reporter construct 를 포함하는 plasmid DNA 0.4 ㎍과 

transfection 효율을 측정하고 보정하기 위한 pCMV-β -gal 

plasmid DNA 0.2 ㎍을 LipofectAMINE PLUS (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 설명서 지시에 따라 

transfection 하였다. Transfection 3 시간 후 새로운 배지로 바꾸어 

주고, 12-24 시간 경과한 다음 적절한 처치에 따르는 luciferase 

(Luciferase assay system, Promega, Madison, WI, USA)와 β -

galactosidase 의 활성도를 측정하였다. 모든 luciferase 활성도는 

β -galactosidase 활성도로 나누어 보정하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 1. IL-8 promoter 부위를 포함하는 pGL2-Basic vector (5598bp). 

 

8.  Western blot 분석 

 

Western blot 분석을 이용하여 NF-κ B 경로의 중간 매개물질인 

Iκ B-α 를 정량분석 하였다. Caco-2 세포에 lactobacilli 와 IL-1β  

혹은 IL-1β 만을 시간 별로 처리한 후 수거하여 50 mM Tris (pH 

7.4), 1 mM EDTA, 0.1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 25 μ g/mL 

pGL2-Basic vector 

(5598bp) 

IL-8 promoter 

(1521 bp) 

LUC 

Hind III

Kpn I 
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leupeptin, 20 μ g/ml pepstatin 이 함유된 완충액에서 용해시켜 

얼음에서 30 분 동안 반응시킨 후, 12,000 rpm 에서 20 분간 원심 

분리하여 상층액만을 취하였다. 추출된 단백질을 100℃에서 5 분간 

가열한 후 10% SDS 가 포함된 polyacrylamide gel 에서 

전기영동하고, polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Millipore, 

Bedford, MA, USA)에 단백질을 이동시켰다. 그 후 membrane 을 

5% 탈지분유가 함유된 TBST [10 mM Tris (pH7.4), 100 mM NaCl, 

0.5 % Tween 20]로 30 분간 차단하고 1:1000 으로 희석된 1 차 

항체를 1 시간 동안 표적 시킨 후 TBST 로 3 회 세척하여 결합되지 

않은 항체를 제거하였다. Horseradish peroxidase 가 결합된 2 차 

항체[HRP-conjugated anti-rabbit IgG (Amersham LifeScience, 

Arlington Heights, IL, USA)]를 1:3000 으로 희석하여 

membrane 에 1 시간 동안 반응시킨 후 TBST 로 10 분간 3 회 

세척하여 결합되지 않은 항체를 제거하였다. Peroxidase 기질이 

함유된 ECL (enhanced chemiluminescence) 용액을 처리한 후 X-

ray 필름에 감광하여 분석하였으며, 1 차 항체로는 항-Iκ B-α  

항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 

이용하였다.  

 

9.  통계분석 

 

모든 통계 내용은 3 회 이상의 독립적인 실험에 의한 평균 ± 

표준편차로 나타내고, Mann-Whitney U test 를 이용하여 두 

그룹간의 통계적 차이를 검증하였다. 통계적 유의성은 p < 0.05 로 

정의하였다.  
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Ⅲ. 결   과 

 

1.  IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성에 lactobacilli가 미치는 영향 

 

Caco-2 세포에 IL-1β 를 처리하고 12시간 경과 후 IL-8생성은 

IL-1β 를 처리하지 않은 대조군 세포에 비하여 유의하게 증가하였다. 

IL-1β  처리 30분전에 LGG, L. casei YIT 9018, L. acidophilus HY 

2177, 그리고 L. casei HY 2743을 전처치하였을 때에는 각 세균의 

농도에 비례하여 IL-8생성이 억제 되었으며 109 CFU/ml 농도에서 

각각 최대 96%, 58%, 91% 및 89%가 억제되었다(그림 2).  

Lactobacilli를 Caco-2 세포에 처리하고 12시간 경과 후 세균 일

부를 MRS 한천배지에 도말하여 배양시켰을 때 생존하여 집락을 형

성하였다. Lactobacilli를 처리한 Caco-2 세포에 tryphan blue 염색

을 시행하여 대조군 세포와 비교하였는데 lactobacilli는 Caco-2 세

포의 생존에 영향을 미치지 않았다. 또한 Caco-2 세포에 

lactobacilli를 처리하고 12시간 경과 후 제거하고 새로운 RPMI-

1640 배지로 바꾼 후 IL-1β 로 자극하였을 때 IL-8 생성량은 

lactobacilli를 처리하기 전과 같이 유지되었다. 따라서 lactobacilli는 

Caco-2 세포의 생존에 영향을 미치지 않을 뿐 아니라 세포의 기능

에도 비가역적인 영향을 미치지 않았다.  
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그림 2. IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성에 lactobacilli 가 미치는 영향. Caco-2 

세포에 LGG, L. casei YIT 9018, L. acidophilus HY 2177, 그리고 L. casei HY 

2743 을 각각 농도별로 30 분전에 전처치하고 IL-1β 를 처리하여 12 시간 경과 후 

IL-8 생성량을 측정하였다. IL-1β  자극에 의해 IL-8 생성은 유의하게 

증가되었으며 LGG, L. casei YIT 9018, L. acidophilus HY 2177, 그리고 L. casei 

HY 2743 를 전처치하였을 때는 IL-8 생성이 유의하게 감소되었다. 

 

2.  IL-1β 에 의한 IL-8 유전자의 전사활성도에 LGG가 미치는 영향 

 

IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성에 억제 효과가 가장 큰 LGG를 이

용하여 LGG 가 IL-8 유전자의 전사활성도를 억제하는지 알아보았

다. IL-8 유전자의 전사 활성도는 IL-1β  처리하고 8시간 경과 후 

대조 세포에 비하여 4.6배 증가되었으며, 이렇게 증가된 IL-8 유전

자의 전사 활성도는 IL-1β  처리 30분전에 LGG를 전처치하였을 때 

LGG 농도에 비례하여 억제되었으며 109 CFU/ml 농도에서 최대 

74% 억제되었다(그림 3). 
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그림 3. IL-1β 에 의한 IL-8 유전자의 전사활성도에 LGG 가 미치는 영향. IL-8 

promoter 를 가진 luciferase reporter construct 를 포함하는 plasmid DNA 를 

transfection 시킨 Caco-2 세포에 LGG 를 농도별로 전처치하고 IL-1β 를 처리하여 

8 시간 경과 후 luciferase 활성도를 측정하였다. 이 때 pCMV β -gal plasmid 

DNA 를 같이 transfection 하여 transfection 효율을 측정하고 보정하였다.  IL-8 

유전자의 전사활성도는 IL-1β  처리 후 대조군 세포에 비하여 유의하게 

증가되었으며, IL-1β  투여 전에 LGG 를 전처치하였을 때 LGG 농도에 비례하여 

억제되었다.  

 

3.  IL-1β 에 의한 NF-κ B 활성도에 LGG가 미치는 영향 

 

NF-κ B는 염증 반응의 중간 매개체로서 중요한 역할을 하는 전사

인자로 알려져 있는데 IL-1β 에 자극에 의한 NF-κ B 활성도가 

LGG에 의해 억제되는지 알아보았다. NF-κ B의 활성도는 IL-1β 를 

처리하고 8시간 경과 후 대조군 세포에 비하여 4.3배 증가되었으며, 

증가된 NF-κ B의 활성도는 IL-1β  처리 30분전에 LGG를 전처치하

였을 때 LGG 농도에 비례하여 억제되었으며 109 CFU/ml 농도에서 

최대 75% 억제되었다(그림 4). 
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그림 4. IL-1β 에 의한 NF-κ B 활성도에 LGG 가 미치는 영향. NF-κ B 

결합부위를 가진 luciferase reporter construct 를 포함하는 plasmid DNA 를 

transfection 시킨 Caco-2 세포에 LGG 를 농도별로 전처치하고 IL-1β  를 

처리하여 8 시간 경과 후 luciferase 활성도를 측정하였다. 이 때 pCMV β -gal 

plasmid DNA 을 같이 transfection 하여 transfection 효율을 측정하고 보정하였다.. 

NF-κ B 의 활성도는 IL-1β  처리 후 대조군 세포에 비하여 유의하게 증가되었으며, 

이렇게 증가된 NF-κ B 의 활성도는 IL-1β  투여 전에 LGG 를 전처치하였을 때 

LGG 농도에 비례하여 억제되었다.  

 

4.  IL-1β 에 의한 Iκ B-α  분해에 LGG가 미치는 영향 

 

NF-κ B 경로 중에 NF-κ B 가 핵 내로 이동 하는데 관련되는 

Iκ B-α  의 분해 과정에 LGG 가 영향을 미치는지 알아보기 위하여 

Iκ B-α  특이 항체를 이용한 Western blot 을 시행하였다. 대조군 

세포의 Iκ B-α  레벨을 100%로 하였을 때 IL-1β 를 처리하고 

15 분 경과 후에는 81%가 분해되어 19%만 남아 있었고, 30 분, 

60 분, 그리고 90 분 경과 후에는 각각 29%, 49%, 56%로 

회복되었다. LGG 를 109 CFU/ml 농도로 30 분 전에 전처치하고 IL-

1β 를 처리하였을 때는 15 분, 30 분, 60 분 경과 후 Iκ B-α  레벨이 

각각 56%, 59%, 93%로 회복되어 LGG 가 Iκ B-α  분해를 완전히 
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억제하지는 못 하지만 최소한 부분적으로는 억제한다는 것을 알 수 

있었다(그림 5).  

그림 5. IL-1β 에 의한 Iκ B-α  분해에 LGG 가 미치는 영향. Caco-2 세포에 IL-

1β 를 단독으로 혹은 LGG 를 전처치하고 IL-1β 를 처리한 후 시간 별로 세포를 

용해시켜 Iκ B-α  특이 항체(상단)와 대조 항체인 항-β -actin 항체(하단)를 

이용하여 Western blot 을 시행하였다. Caco-2 세포에 IL-1β 를 처리하면 Iκ B-

α 가 분해되어 15 분 후에는 대조 세포 Iκ B-α  레벨의 19%로 감소되었다가 

시간이 지남에 따라 점점 회복되었으며, LGG 를 전처치하고 IL-1β 를 처리하였을 

때는 Iκ B-α  분해가 부분적으로 억제되었다.  

 

5.  LGG의 조작이 LGG의 IL-1β 에 대한 반응에 미치는 영향 

 

열처리한 LGG를 전처치하였을 때는 IL-1β 자극에 의한 IL-8 생

성 억제 효과가 소실되었으나 항생제(penicillin과 streptomycin)로 

처리하거나 4% formaldehyde로 고정시킨 LGG를 전처치하였을 때
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는 IL-8 생성 억제 효과가 유지되었다. 또한 LGG를 4% 

formaldehyde 로 고정시킨 후에는 열처리하여도 IL-1β 자극에 의한 

IL-8 생성 억제 효과가 유지되었다(그림 6). 열처리하거나 항생제, 

혹은 4% formaldehyde로 처리한 LGG의 일부를 MRS 액체 배지에 

점적하였을 때 모두 배양되지 않았다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 6. 열, 항생제, 혹은 formaldehyde 처리가 LGG의 IL-1β 에 대한 반응에 미치

는 영향. LGG를 109 CFU/ml 농도에서 열처리하거나 항생제, 혹은 4% 

formaldehyde로 처리한 후 각각 Caco-2 세포에 전처치하였다. 이후 IL-1β 로 자극하

여 12시간 경과 후 IL-8 생성량을 측정하였다. 열처리한 LGG를 전처치하였을 때는 IL-

1β 자극에 의한 IL-8 생성 억제 효과가 소실되었으나 항생제 혹은 4% formaldehyde로 

처리한 LGG를 전처치하였을 때는 IL-8 생성 억제 효과가 유지되었다. (Heat (75): 75℃

에서 15분 간 열처리, Heat (95): 95℃에서 15분 간 열처리, Antibiotics: 100 IU/ml 

penicillin과 100 ㎍/ml streptomycin이 포함된 RPMI-1640 배지로 LGG 현탁액을 만들

어 희석, Fix: 4% formaldehyde로 4℃에서 30분간 처리, Fix+heat: 4% formaldehyde

로 4℃에서 30분간 처리 후 95℃에서 15분 간 열처리) 
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6.  LGG sonication이 LGG의 IL-1β 에 대한 반응에 미치는 영향 

 

LGG를 sonication 시킨 후 분리한 debris를 IL-1β  투여 30분전

에 전처치하였을 때는 IL-8 생성 억제되었으나 extract를 전처치하

였을 때는 IL-8 생성이 억제되지 않았다. 또한 debris와 extract를 

같이 전처치하였을 때도 IL-8 생성이 억제되었다(그림 7). 

Sonication 시킨 LGG를 MRS 액체 배지에 점적하였으나 배양되지 

않았다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 7. LGG sonication 산물이 IL-1β 에 의한 IL-8 생성에 미치는 영향. LGG를 

RPMI 1640 배지로 현탁액 상태로 만든 후 sonication 시키고 원심 분리 하여 배지

에 녹아 있는 물질인 extract와 pellet인 debris로 분류하였다. 이들을 각각 Caco-

2 세포에 전처치하고 IL-1β 를 처리하여 12시간 경과 후 IL-8 생성량을 측정하였

다. Extract와 debris 혹은 debris를 전처치하였을 때는 IL-8생성이 유의하게 억제

되었으나 extract만을 전처치하였을 때는 IL-8생성이 억제되지 않았다.  

 

7.  LGG debris의 조작이 LGG debris의 IL-1β 에 대한 반응에 미치

는 영향 

 

LGG를 109 CFU/ml 농도에서 sonication시킨 후 debris를 얻어 
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LGG를 조작한 방법과 같은 방법으로 열 혹은 4% formaldehyde로 

처리하였다. LGG debris의 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과는 

LGG debris를 4% formaldehyde로 고정하여도 유지되었으나 열처리

하면 소실되었다. 또한 LGG debris를 formaldehyde 로 고정시킨 후

에는 열처리하여도 IL-8 생성 억제 효과가 유지되었다(그림 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 8. 열, 혹은 formaldehyde 처리가 LGG debris의 IL-1β 에 대한 반응에 미치

는 영향. LGG를 109 CFU/ml 농도에서 sonication 하여 얻은 debris를 열처리하거

나 4% formaldehyde로 처리한 후 각각 Caco-2 세포에 전처치하였다. 이후 IL-1β

를 처리하고 12시간 경과 후 IL-8 생성량을 측정하였다. LGG debris의 IL-8 생성 

억제 효과는 LGG debris를 4% formaldehyde로 고정하여도 유지되었으나 열처리하

면 소실되었다. Formaldehyde로 고정한 LGG debris를 다시 열처리하여도 LGG 

debris의 IL-8 생성 억제 효과는 유지되었다. (Heat: 95℃에서 15분 간 열처리, 

Fix: 4% formaldehyde로 4℃에서 30분간 처리, Fix+heat: 4% formaldehyde로 

4℃에서 30분간 처리 후 95℃에서 15분 간 열처리) 

 

8.  IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성에 lactobacilli-cm이 미치는 영향 

 

실험에 이용한 4가지 균주의 lactobacilli를 배양시킨 배지
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8 생성에 미치는 영향을 알아보았다. MRS 액체 배지만을 전처치하

였을 때는 IL-8 생성을 억제하지 못했으나 lactobacilli-cm을 전처

치하였을 때는 4가지 균주 모두에서 IL-8생성을 억제하였다(그림 9).  

Lactobacilli-cm을 처리한 Caco-2 세포에 tryphan blue 염색을 

시행한 후 대조 세포와 비교하였는데 lactobacilli-cm은 Caco-2 세

포의 생존에 영향을 미치지 않았다. 또한 Caco-2 세포에 

lactobacilli-cm을 처리 후 제거하고 새로운 RPMI-1640 배지로 바

꿔주어 IL-1β 로 자극하였을 때 IL-8 생성량은 lactobacilli-cm을 

처리하기 전과 같이 유지되었다. 따라서 lactobacilli-cm은 Caco-2 

세포의 생존에 영향을 미치지 않을 뿐 아니라 세포의 기능에도 비가

역적인 영향을 미치지 않았다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 9. IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성에 lactobacilli-cm이 미치는 영향. 네 가지 

lactobacilli 균주 각각의 lactobacilli-cm 을 Caco-2 세포 배양액 양의 5%, 10%, 

15% 부피로 전처치하였다. 이후 IL-1β 를 처리하고 12시간 경과 후 IL-8 생성량을 

측정하였다. MRS 배지 만을 전처치하였을 때는 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제하

지 못했으나 lactobacilli-cm을 전처치하였을 때는 4가지 균주에서 모두 IL-8생성을 

유의하게 억제하였다. (MRS: Man-Rogosa-Sharpe 배지).  
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9.  LGG-cm의 조작이 LGG-cm의 IL-1β 에 대한 반응에 미치는 영향 

 

Lactobacilli-cm에 포함되어 있는 IL-1β 에 대한 반응 억제물질의 

성질을 규명하기 위하여 LGG-cm을 몇 가지 방법으로 조작한 후 

Caco-2 세포에 전처치하여 IL-1β 에 의한 IL-8 생성에 미치는 영

향을 알아보았다. LGG-cm을 열처리 후 전처치하여도 열처리하지 않

았을 때와 같이 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과를 유지되었으

며, proteinase K 혹은 DNase I을 처리한 후 전처치하였을 때도 IL-

8 생성 억제 효과는 유지되었다(그림 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 10. LGG-cm의 조작이 LGG-cm의 IL-1β 에 대한 반응에 미치는 영향. LGG

를 MRS 액체 배지에서 24시간 배양시킨 후 얻은 LGG-cm을 몇 가지 방법으로 조

작하여 Caco-2 세포에 배양액 양의 15% 부피로 전처치하였다. 이후 IL-1β 를 처

리하고 12시간 경과 후 IL-8 생성량을 측정하였다. LGG-cm을 열처리 하거나 

proteinase K 혹은 DNase I 처리 후에 전처치하여도 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억

제 효과는 유지되었다. (MRS: Man-Rogosa-Sharpe 배지, Heated LGG-cm: 95℃에

서 15분 간 열처리, PK LGG-cm: proteinase K로 37℃에서 60분간 처리, DNase 

LGG-cm: DNase I으로 실온에서 30분간 처리) 
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Ⅳ. 고   찰 

 

최근에 아토피, 급성 설사, 염증성장질환 등 염증성 질환의 치료 

및 예방에 대한 probiotics의 효과를 제시한 여러 연구들이 보고 되

고 있으나 염증 억제 기전에 대한 연구는 매우 부족하며, 이에 연구

자는 IL-1β 로 자극한 사람 대장암 세포(Caco-2 세포)를 이용하여 

probiotics인 lactobacilli가 주로 염증의 초기반응에 관여하는 대표

적 염증성 사이토카인인 IL-8의 생성과 그 중간 과정인 NF-κ B 경

로에 미치는 영향을 알아보고, 실제 염증을 억제하는 물질의 성질을 

알아보았다.  

Caco-2 세포에 4가지 종류의 lactobacilli를 전처치 하였을 때 세

균의 농도에 비례하여 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제하였다(그림 

2). 작용기전을 알아보기 위하여 IL-8 유전자 전사활성도를 측정한 

결과 LGG가 IL-1β 에 의한 IL-8 유전자의 전사 활성도를 억제하였

다(그림 3). 또한 LGG는 전사인자(transcription factor)인 NF-κ B37

의 활성도도 억제하였으며(그림 4) NF-κ B 경로 중에 NF-κ B가 핵 

내로 이동 하는데 관련되는 Iκ B-α  의 분해를 억제하였다(그림 5). 

따라서 IL-1β  자극한 Caco-2 세포에서 IL-8 생성에 대한 LGG의 

억제 효과는 최소한 부분적으로는 NF-κ B 경로의 억제를 통해 이루

어진다는 것을 알 수 있었다.  

특징적으로, 장점막으로 세균이 침투하면 NF-κ B 의존 유전자를 

활성화시킴으로써 면역반응을 일으키는데33-35 사람 장 상피세포에서 

살아있는 비병원성 Salmonella 균주는 병원성 Salmonella 균주에 

의해 유발된 IL-8 생성을 억제하였다.36 비병원성 Salmonella 균주

는 NF-κ B 경로 중 인산화된 Iκ B-α 의 ubiquitination 과정을 억

제하여 Iκ B-α 가 분해되는 것을 억제함으로써 IL-8 생성을 억제한

다. 이 연구에서 이용된 비병원성 Salmonella 균주는 Iκ B-α 나 

mitogen activated protein kinase (MAPK)의 인산화 과정을 억제하

지는 못 했는데 yeast probiotics인 Saccharomyces bouladii는38 사

람 장 상피세포에서 NF-κ B 경로 중 Iκ B-α 와 MAPK의 인산화 
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단계를 모두 억제하여 장출혈성 대장균에 의한 IL-8 생성을 억제하

였다. 앞으로 lactobacilli가 MAPK 경로에 미치는 영향과 NF-κ B 

경로 중 어떤 단계를 억제하는지에 대한 추가 연구가 필요할 것으로 

생각한다.  

LGG의 어떤 구성요소가 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제 효과를 

가지는지 알아보기 위해 몇 가지 방법으로 LGG를 조작하여 실험을 

진행하였는데 LGG를 95℃ 또는 75℃로 가온하였을 때는 IL-8 생성 

억제 효과가 사라졌다. 하지만 항생제 혹은 4% formaldehyde로 처

리하여 LGG의 구조를 그대로 유지하면서 사균 상태로 만들었을 때

는 IL-8 생성 억제 효과가 유지되었다(그림 7). 또한 sonication을 

한 후에 얻은 LGG debris도 IL-8 생성 억제기능을 가지는 것으로 

보아 LGG의 생존 여부와는 상관 없이 LGG 구조를 이루는 열에 불

안정한 어떤 물질이 IL-1β  자극에 의한 IL-8 생성을 억제한다는 

것을 알 수 있었다.  

한편 lactobacilli-cm도 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제하였다 

(그림 9). 그러나 LGG-cm을 가온하거나 proteinase K 혹은 DNase 

I을 처리하여도 억제 효과는 유지되었다(그림 10). 따라서 LGG를 

배양시켰을 때 분비하는 IL-8 생성 억제 물질은 열에 안정하며 

단백질이나 DNA가 아니라는 것을 알 수 있었다. 또한 이렇게 

LGG가 배양액 내로 분비한 수용성의 IL-8 생성 억제 물질은 앞의 

실험 결과에서 확인하였던 LGG 세균 구조 내에 포함되어 있는 IL-

8 생성 억제 물질과 서로 다른 물질일 가능성이 있다는 것을 알 수 

있었다.  

Lactobacilli-cm은 lactobacilli가 대사 과정을 통해 생성한 젓산 

(lactic acid) 때문에 산성화 상태(pH 4.0-4.4)로 되어 있는데 이렇게 

낮은 pH가 Caco-2 세포에서 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제할 

가능성을 배제하기 위해 산성화시킨 MRS 배지를 전처치한 후 IL-

1β 로 자극하였다. 여기서 산성화시킨 MRS 배지는 IL-1β  자극에 

의한 IL-8 생성을 억제하지 못하였다. 따라서 lactobacilli-cm의 

낮은 pH와 lactobacilli-cm의 IL-8 생성 억제 기능은 상관이 없다는 
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것을 확인하였다.  

사람 대장암 세포인 HT-29와 단핵세포인 THP-1 세포를 IL-1β , 

TNF-α , ToxA (Clostridium difficile Toxin A) 혹은 LPS  

(lipopolysaccharides)로 자극하였을 때 S. boulardii를 배양한 

배지로 전처치하면 IL-8 생성이 억제되며 이는 최소한 부분적으로는 

NF-κ B 경로를 통해 이루어 진다. 또한 S. boulardii 배양 배지에 

포함된 항염증 물질은 열에 안정하고 수용성이며 크기가 1kD 

이하인 물질이라고 한다.39 생쥐 단핵세포인 RAW 264.7를 LPS로 

자극하여 TNF-α 생성을 유도하였을 때 LGG 배양 배지(LGG-

cm)로 전처치하면 TNF-α 생성이 억제되는데, LGG-cm을 95℃에서 

열처리하거나 DNase I을 처리한 후 전처치하면 TNF-α  생성 억제 

효과가 유지되나 proteinase K로 처리한 후 전처치하면 이 억제 

효과가 유의하게 감소되었다.40 하지만 본 연구에 의하면 LGG가 

배양액 내로 분비한 IL-8 생성 억제 물질은 열에 안정하며 DNase I 

나 proteinase K로 처리한 후에도 효과가 유지되었다. 이전의 

보고와40 본 연구 결과가 다른 이유는 실험에 사용한 세포가 다르기 

때문일 수 도 있겠지만 세포에 처리한 물질(LGG-cm)의 농도 

차이에서 기인했을 가능성도 생각해 볼 수 있다.  

  이전에 본 연구 기관에서는 크론병을 포함한 일부 염증성 질환과 

악성종양에서 항염증 효과41-44 및 신생혈관 형성 억제 효과45-47를 

가지는 thalidomide를 이용하여 Caco-2 세포에서 NF-κ B 경로의 

억제를 통해 IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제한다고 보고한 바 

있다.48 하지만 thalidomide는 태아에서 단지증(phocomelia)을 

유발하는 심각한 부작용 때문에 임상적 치료제로 적용하는데 

어려움이 있는데 이에 비해 본 연구의 대상인 lactobacilli는 

부작용이 거의 없다는 것이 큰 장점이라고 할 수 있다. 따라서 여러 

가지 염증성 질환을 가진 환자에서 치료제로 적용하는 것이 다른 

약물에 비해 빨리 이루어질 수 있으리라 생각한다.  

본 연구와 같은 염증 억제 기전에 대한 연구는 정상 사람의 대장

상피세포를 이용하여 진행해야 좀 더 실제에 가까운 사람의 대장 점
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막 내 상황을 대변할 수 있겠지만 세포를 배양하고 유지할 때 어려

움 등으로 인해 본 연구에서는 사람 대장암 세포인 Caco-2 세포를 

이용하였다. Caco-2 세포는 비록 암세포이지만 사람 장 상피세포와 

같이 분화되고 극성(polarization)을 가지는 성질을 가지고 있기 때

문에 대장질환과 관련된 많은 연구에서 이용되고 있으며,49 

lactobacilli에 대한 반응도 정상 사람 장 세포와 유사할 것이라 생각

한다. 

결론적으로 본 연구를 통하여 Caco-2 세포에서 LGG가 IL-1β 로 

유도한 IL-8 생성을 억제하는 것을 확인하였으며, 이러한 효과는 최

소한 부분적으로는 NF-κ B 경로의 억제를 통해 이루어진다는 것을 

알 수 있었다. 이렇게 IL-8 생성을 억제하는 기능은 LGG 세균 구조 

를 이루는 물질과 LGG가 대사를 통해 분비하는 물질 모두가 가지고 

있으며 이 IL-8 생성 억제 물질의 성질이 서로 다르다는 것을 확인

하였다. 따라서 LGG는 최소한 두 가지 다른 물질을 통해 IL-1β 에 

의한 IL-8 생성을 억제할 것으로 생각되며 앞으로 이 물질을 밝히는 

추가 연구가 필요할 것이다.  
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Ⅴ. 결   론 

 

Caco-2 세포에서 IL-1β 로 IL-8 생성을 유도하여 L. casei 

rhamnosus GG (LGG), L. casei YIT 9018, L. acidophilus HY2177, 

L. casei HY2743, 그리고 lactobacilli 배양 배지(lactobacilli-cm)가 

IL-8 생성과 IL-8 gene의 전사활성도 및 NF-κ B 활성도에 미치는 

영향을 알아보았다. Lactobacilli의 생존여부가 IL-1β 에 의한 IL-8 

생성에 영향을 미치는지 알아보기 위하여 항생제, formaldehyde 

또는 열처리한 LGG를 사용하였으며, lactobacilli의 어떤 구성성분이 

IL-1β 에 대한 반응에 영향을 미치는지 밝히기 위하여 LGG를 

sonication하여 얻은 extract와 debris를 사용하였다. 또한 

lactobacilli가 분비하는 물질이 IL-1β 에 대한 반응을 억제하는지 

알아보기 위하여 LGG 배양 배지(LGG-cm)를 사용하였으며 LGG-

cm에 포함된 IL-1β 에 대한 반응 억제물질의 성질을 규명하기 

위하여 DNase I, proteinase K 또는 열처리한 LGG-cm을 

전처치하고 IL-1β 로 자극하여 IL-8 생성에 미치는 영향을 

알아보았다. 

 

1. Caco-2 세포에서 IL-1β 에 의한 IL-8 생성은 여러 종류의 

lactobacilli, 즉 LGG, L. casei YIT 9018, L. acidophilus HY 

2177 및 L. casei HY 2743에 의하여 유의하게 억제되었다.  

2. LGG는 IL-1β 에 의한 IL-8 유전자의 전사 활성도와 NF-

κ B의 활성도를 농도의존적으로 억제하였으며, IL-1β 에 의

한 I-κ Bα  분해를 억제하였다.  

3. LGG를 가온하였을 때는 IL-1β 에 의한 IL-8생성 효과가 소

실되었으나 항생제 혹은 4% formaldehyde로 처리한 LGG는  

IL-8 생성 억제 효과를 유지하였다.  

4. LGG를 sonication 시킨 후 분리한  debris는 IL-1β 에 의

한 IL-8 생성 억제 효과를 보였으나 extract는 억제효과를 

가지지 않았다. LGG debris의 IL-1β 에 의한 IL-8생성 억제 



 36

효과는 LGG debris를 formaldehyde로 고정하여도 유지되었

으나 열처리하면 소실되었다.  

6. 실험에 이용한 4가지 lactobacilli-cm는 모두 IL-1β 에 의한 

IL-8 생성을 억제하였으며, LGG-cm을 proteinase K, 

DNase I 또는 열처리하여도 IL-1β 에 의한 IL-8 생성 억제

효과는 유지되었다.  

 

이상의 결과를 통하여 사람 장 상피세포(Caco-2 세포)에서 LGG

가 IL-1β 로 유도한 IL-8 생성을 억제하는 것을 확인하였으며, 이러

한 효과는 최소한 부분적으로는 NF-κ B 경로의 억제를 통해 이루어

진다는 것을 알 수 있었다. 이렇게 IL-8 생성을 억제하는 효과는 

LGG 세균 구조을 이루는 물질과 LGG가 대사를 통해 분비하는 물질 

모두가 가지고 있으며 이 염증 억제물질의 성질이 서로 다르다는 것

을 확인하였다. 따라서 LGG는 최소한 두 가지 다른 물질을 통해 

IL-1β 에 의한 IL-8 생성을 억제할 것으로 생각되며 앞으로 이 물

질을 밝히는 추가 연구가 필요할 것이다.  
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Abstract 

 

Effect of lactobacilli and lactobacilli-conditioned media on IL-1β  

induced IL-8 production in Caco-2 cells 

 

Chang Hwan Choi 

Department of Medicine 

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Won Ho Kim) 

 

Background: Probiotics are live non-pathogenic organisms that 

belong to the resident microflora, and confer health benefits by 

multiple mechanisms. Lactobacillus sp. is one of the probiotic 

bacteria that ameliorates intestinal injury and inflammation 

caused by various stimuli. We aimed to evaluate the effect of 

lactobacilli and media conditioned by lactobacilli (lactobacilli-cm) 

on IL-1β -induced IL-8 production in Caco-2 cells, and to find 

out what components of lactobacilli have this effect. 

Methods: Caco-2 cells were stimulated with IL-1β  in the 

presence or absence of L. casei rhamnosus GG (LGG), L. casei 

YIT 9018, L. acidophilus HY2177, L. casei HY2743, or 

lactobacilli-cm. Production of the pro-inflammatory chemokine 

IL-8 was measured in supernatants by ELISA. Transcriptional 

activity of IL-8 gene and NF-κ B-responsive gene were 

evaluated by transient transfection of luciferase reporter gene. 

The effect on Iκ B-α degradation was evaluated by western blot. 

To determine the nature of immunomodulatory molecules, LGG 

was modified to the following: antibiotics (penicillin and 
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streptomycin) treatment, 4% formaldehyde treatment at 4℃, 15 

min heating at 95℃, or sonication. Conditioned media was 

subjected to the following: 15 min heating at 95℃, 30 min DNase 

I treatment at room temperature, or 60 min digestion at 37℃ with 

proteinase K followed by a 10 min heat inactivation at 95oC. 

Result: We demonstrated that the pretreatment of LGG, L. casei 

YIT 9018, L. acidophilus HY2177, and L. casei HY2743 inhibited 

IL-1β -induced IL-8 production in Caco-2 cells (by 97%. 55%, 

95%, and 95%, respectively; p<0.01 for each). LGG, dose 

dependently, attenuated the IL-1β -induced transcriptional 

activation of IL-8 gene and NF-κ B responsive gene. LGG also 

attenuated IL-1β -induced I-κ Bα  degradation. Formaldehyde-

fixed or antibiotics-treated LGG maintained the inhibitory effect, 

but heated LGG lost this effect. Sonicated LGG debris had similar 

inhibitory effect with whole LGG. LGG-conditioned media 

attenuated the IL-1β -induced IL-8 production and this effect 

was maintained after heating, and proteinase K or DNase I 

treatment.   

Conclusion: Lactobacilli inhibited the IL-1β -induced IL-8 

production in Caco-2. This attenuation was at the transcriptional 

level, at least in part, via inhibition of the NF-κ B signaling 

pathway. Both structural material of lactobacilli and soluble factor 

secreted from lactobacilli inhibited the IL-1β -induced IL-8 

production, and they might be different substances. 

                                                          

Key Words : lactobacilli, lactobacilli-conditioned media, IL-8 
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