
1. 서  론           

피부를 포함하는 생체 모든 조직은 내외부에서 발생하

는 화학적, 물리적, 생물학적 자극에 의한 조직 손상 시, 

이를 최소화하기 위해 생체의 방어기전 중 하나인 염증을 
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유발시킨다[1,2]. 특히 이러한 염증은 생체조직에서 여러 

종류의 자극에 대한 방어작용과 항상성 유지작용에 관여

하는 대식세포를 통해 주로 발생된다[1]. 염증이 대식세포

에서 일어날 때, 대식세포에서는 pro-inflammatory cytokine인 

interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β), tumor mecrosis 

factor-α (TNFα) 등과 염증인자인 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), prostaglandin E2 (PGE2)의 발현이 증가한다[3]. 
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요 약: 본 연구에서는 김치유래의 Lactobacillus johnsonii의 anti-inflammation 효능을 확인하였다. Rat 유래 

대식세포인 Raw 264.7세포에 Lactobacillus johnsonii 파쇄물을 처리하여 염증유발 marker인 TNFα와 IL1β의 

발현량을 확인한 결과 250 μg/mL 추출물을 처리시 1 μg/mL LPS를 처리한 대조군 대비 각각 40.55%와 34.66%의 

TNFα와 IL1β의 발현량 감소를 확인하였다. 또한 LPS에 의한 cytokine 발현의 핵심 전사인자인 NF-κB의 전사활

성을 확인한결과 1 μg/mL LPS를 처리한 대조군 대비 NF-κB의 전사활성은 40.76% 억제됨을 확인하였다. 때문에 

본 연구결과를 통해 Lactobacillus johnsonii 파쇄물은 LPS에 의한 cytokine의 발현을 방지 및 NF-κB전사활성

조절을 통해 항염 또는 피부진정 기능성 소재로써 가능성을 확인하였다.  

Abstract: In this study, the anti-inflammation efficacy of Lactobacillus johnsonii derived from Kimchi was investigated. 

Raw 264.7 cells, which are rat-derived macrophages, were treated with Lactobacillus johnsonii lysate to confirm the 

expression level of TNFα and IL1β, which are inflammatory markers, and when treating 250 µg/mL extract, the expression 

level of TNFα and IL1β decreased by 40.55% and 34.66% compared to the control group treated with 1 µg/mL LP, 

respectively. In addition, as a result of confirming the transcriptional activity of NF-κB, a key transcription factor in cytokine 

expression by LPS, it was confirmed that the transcriptional activity of NF-κB was 40.76% inhibited compared to the 

control group treated with 1 µg/mL LPS. Therefore, the results of this study confirmed that Lactobacillus johnsonii lysate 

is likely to be an anti-inflammatory or skin-soothing functional material by preventing the expression of cytokine by LPS 

and controlling NF-κB transcriptional activity. 
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Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells (NF-κB)는 염증 조절에 중요한 역할을 담당하는 전사

인자로 세포의 생존 및 염증과 관련한 유전자의 발현을 조

절하는 역할을 한다[4,5]. 특히 NF-κB는 염증을 일으키는 

cytokine, chemokine 등의 유전자 발현을 조절하여 면역반

응을 조절하는 것으로 알려져 있다[6,7]. 특히, 피부에서는 

피부염 같은 염증성 질환을 조절하는데 중요한 역할을 하

는 것으로 알려져 있다[8]. 피부염은 피부가 자극을 받아 

붉어지고, 부어오르고, 가렵게 되는 염증성 질환으로 비누, 

세제, 화학물질 등의 자극성 물질이나 알레르기 물질에 노

출되었을 때 발생될 수 있다[9,10]. 

피부 염증 조절물질 개발은 최근 문제가 되고 있는 아토피 

피부염, 건선 등과 같은 병적 피부의 진정작용에 매우 중요한 

시도이다[11,12]. 특히 부작용이 적은 다양한 천연물에서 이러

한 피부염증을 조절하는 기능성 소재의 탐구가 활발하게 진

행되고 있으며, 이러한 항염 효능은 천연물이 가지고 있는 폴

리페놀과 플라보노이드 등과 같은 생리활성 물질에 의해서 

생물학적인 효능을 가지는 것으로 보고되어 왔다[13-15]. 

특히 다양한 발효식품 및 인체내 대장에서 발견되는 

Lactobacillus속은 유산균의 한 종류로써 이에 의한 항염효능

이 밝혀져 다양한 산업용 생물소재화 연구가 이뤄지고 있다

[16,17]. 때문에 본 연구에서는 Lactobacillus johnsonii 추출물

의 피부세포내에서 항염 효과를 규명하고 이를 통해서 새로

운 화장품 항염 원료로써 활용가능성을 제시하고자 한다.

2. 실험방법

2.1. Lactobacillus johnsonii 분리 및 파쇄액 제조

본 실험에서는 Lactobacillus johnsonii ATCC33200 (ATCC, 

USA)을 사용하였고, 배양은 MRS broth (Becton Dickinson, 

USA) 배지에 배양하였다. Lactobacillus johnsonii를 전배양

후 전배양액 1%를 MRS broth에 24 h 배양한 후 9,000 rpm

에서 10 min 동안 원심분리하여 유산균체를 분리하였고, 

PBS (Welgene, Korea)로 2 회 세척하고, 증류수를 첨가 후 

초음파분쇄기(ultrasonic processor, Branson Ultasonics Model 

450, USA)를 이용하여 20 min 동안 sonication 하여 유산균

을 완전히 파괴하였다. 유산균 파쇄액은 9,000 rpm에서 10 

min 동안 원심 분리하여 불용성의 물질을 제거하였고, 수

거된 상층 액을 0.2 µm syringe filter (Millipore, USA)로 제

균하여 Lactobacillus johnsonii 파쇄액을 얻었다. Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액 동결건조하여 DMSO (Sigma, USA)에 희

석하여 세포에 처리하였다.

2.2. 세포독성시험

세포독성시험은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT, Sigma-aldrich, USA)를 이용하여 측정하였다. 

Raw 264.7 cell (ATCC, USA)에 Lactobacillus plantarum 발효 

추출물을 각각의 농도로 24 h 처리 후 500 µg/mL MTT를 처

리하여 4 h 반응을 시키고 상등액 제거 후 각 well에 DMSO 

100 µL을 넣어 녹여준 뒤 plate reader (Thermo Fisher Scientific, 

USA)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.3. TNFα와 IL1β 발현 측정

TNFα와 IL1β mRNA의 발현은 quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR)을 이용하여 측정하였다. 1 µg/mL 

lipopolysaccharide(LPS, Sigma, USA)와 추출물을 동시에 처

리하고, 24 h 동안 처리가 끝난 Raw 264.7 cell에 TRIzol 

(Invitrogen, USA)을 이용하여 total RNA를 추출한 후 

reverse transcriptase (Qiagen, Germany)를 이용하여 cDNA를 

합성하였다. 각각 합성된 cDNA에 TNFα와 IL1β의 발현을 

확인하기 위해 TNFα primer (TNFα forward 5′-TTGACC 

TCAGCGCTGAGTTG-3′; TNFα reverse 5′-CCTGTAGCC 

CACGTCGTAGC-3; IL1β forward 5′-CAGGATGAGGACA 

TGAGCACC-3′; IL1β reverse 5′-CTCTGCAGACTCAAA 

CTCCAC-3′)와 miScript SYBR-Green PCR Kit (Qiagen, 

Germany)을 이용하여 LineGene K cycler (BioER, China)에

서 qPCR을 진행하였고, 모든 결과는 GAPDH mRNA의 양

을 측정하여 normalization한 값으로 결과를 도출하였다.

2.4. NF-κB 전사 활성 측정

NF-κB 전사 활성 측정은 reporter plasmid인 pGL-NF-κB

를 이용하여 측정하였다. pGL-TRE (1 µg)와 normalization 

plasmid인 pCMV-β-gal(0.2 µg)을 Hilymix (Dojindo, Japan)을 

이용하여 Raw 264.7 cell에 형질 주입하고, 1 µg/mL LPS와 

추출물을 동시에 처리한 후 24 h동안 처리하였다. 처리가 

끝난 세포를 수확하여 1 X luciferase lysis buffer (Promega, 

USA)에 넣고 용해 후 luciferase reagent (Promega, USA)를 

이용하여 luciferase의 활성을 측정하여 NF-κB 전사 활성을 측

정하였다. 모든 값은 β-galatosidase의 활성을 O-nitrophenyl- 

β-D-galactopyranoside (ONPG) assay로 측정하여 보정하였다.

2.5. Cytokine 발현 측정

Raw 264.7 cell에 LPS 1 µg/mL와 추출물을 동시에 처리 

한 후 24 h동안 배양하였다. 배양 후 세포배양액을 회수하

여 원심분리한 후 얻어진 상층액 내의 cytokine (IL-1β, 
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TNFα) 단백질 생성량을 측정하였다. 각 단백질 생성량은 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D 

Systems, USA)을 이용하여 정량하였다.

2.6. 통계분석

모든 결과는 3 회 반복 실험되었으며, student’s t-test를 

통해 p < 0.05의 결과에 통계적인 유의성이 있다고 판단하

였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Lactobacillus johnsonii 파쇄액 제조 및 Raw264.7 

세포에서 Lactobacillus johnsonii 파쇄액의 세포

독성확인 

본 실험에서는 Lactobacillus johnsonii 배양액, Lactobacillus 

johnsonii 균체를 포함하는파쇄액, Lactobacillus johnsonii 균

체를 포함하지 않는 파쇄액의 항염 활성을 비교하는 사전

연구를 통해 Lactobacillus johnsonii 균체를 포함하지 않는 

파쇄액을 선택하여 실험을 진행하였다(Data not shown). 일

반적으로 대부분의 논문에서 배양액의 효능을 입증하지만 

사전 연구결과 배양액(1 µg/mL LPS처리군 대비 250 

µg/mL배양액에 의해서 15.21% 감소)보다 균체를 포함하지 

않은 파쇄액(1 µg/mL LPS처리군 대비 250 µg/mL배양액에 

의해서 40.76% 감소)의 항염활성이 높고, 균체를 포함하는 

파쇄액의 경우 기존 균체 또는 균체파쇄액을 이용하여 효

능을 입증하는 연구에서 보여지는 것처럼 NF-κB의 활성을 

증가시키는 것으로 도출되어 본 연구에서는 균체를 제거

한 Lactobacillus johnsonii 파쇄액을 사용하여 실험을 진행

하였다[22,23].

Lactobacillus johnsonii 파쇄액에 의한 Raw 264.7 cell의 

세포생존율은 MTT assay를 통해 확인하였다(Figure 1). 

Lactobacillus johnsonii 파쇄액을 50, 100, 150, 200, 250 

µg/mL농도별로 처리하여 세포독성을 측정한 결과 250 

µg/mL까지 90% 이상의 생존율을 보였다. 때문에 이후 실

험에서는 독성이 없는 250 µg/mL이하 농도 구간에서 진행

하였다. 

3.2. Raw 264.7 Cell에서 Lactobacillus johnsonii 파쇄

액의 TNFα와 IL1β 발현조절확인

피부 염증에 주요한 단백질인 TNFα와 IL1β 발현을 확

인하였다[18-21]. Lactobacillus johnsonii 파쇄액의 염증성 

사이토카인 발현 억제 효과를 확인하기 위해 LPS로 TNFα

Figure 1. The cytotoxicity of Lactobacillus johnsonii lysate. 

Raw264.7 cells were treated with Lactobacillus johnsonii lysate 

(concentration is µg/mL) for 48 h, 37 ℃. The result is presented as 

the mean ± SD of the experiment (N = 3). *p < 0.05 (vs. control).

Figure 2. The effect of Lactobacillus johnsonii lysate on TNFα

and IL1β mRNA. 

Raw264.7 cells were treated with LPS and Lactobacillus johnsonii lysate 

(concentration is µg/mL) for 24 h, 37 ℃. The result is presented as 

the mean ± SD of the experiment (N = 3). #p < 0.05 (vs. control), 
*p < 0.05 (vs. LPS treated Raw264.7 cells). 
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와 IL1β의 발현을 유도하고 Lactobacillus johnsonii 파쇄액

을 처리하였다. 실험결과 LPS에 의해 유도되는 TNFα와 

IL1β의 mRNA의 발현이 Lactobacillus johnsonii 파쇄액에 

의해서 발현이 감소되는 것을 확인하였다(Figure 2). 또한 

ELISA를 통해 TNFα와 IL1β의 단백질 발현 역시 감소되는 

것으로 확인되었다. 본 실험에서는 LPS와 유산균 추출물

을 동시에 처리하였으며, 이는 LPS에 의해서 발현된 염증

성 사이토카인의 감소는 신호전달과정의 저해를 통해 염

증성 사이토카인의 mRNA발현이 억제됨을 의미한다. 또한 

LPS는 일반적으로 세균의 막에 존재하는 염증유발 물질이

기 때문에 Lactobacillus johnsonii 파쇄액은 세균노출 환경

에서 발생되는 염증 유발을 저해할 수 있을 것으로 판단할 

수 있다[22,23].

3.3. NF-κB 전사 활성 확인

Lactobacillus johnsonii 파쇄액이 염증성 사이토카인의 발

현을 조절하기 때문에 이를 조절할 수 있는 것으로 알려져 

있는 NF-κB의 전사활성을 확인하였다[24]. NF-κB 전사 활

성은 NF-κB binding site가 삽입되어 있는 pGL3- NF-κB을 

이용하여 확인하였다[25]. 실험결과 LPS에 의해서 유도된 

NF-κB의 전사활성이 Lactobacillus johnsonii 파쇄액에 의해

서 농도의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 

때문에 본 논문의 결과를 종합하였을 때 Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액이 세균 또는 염증 유발인자 노출에 의해 

과도하게 생성된 사이토카인을 통한 피부염증의 개선원료

로 사용할 수 있는 가능성을 보여주었다[19-20,24]. 또한 

기존실험을 통해 항염효과가 입증된 lactobacillus속에서 동

일한 항염효과가 있음을 확인할 수 있는데[16,17], 이는 

lactobacillus속이 공통적인 성분을 가지고 있기 때문에 유

사한 효능을 보여주는 것으로 판단할 수 있다[14,16,17]. 

4. 결  론

본 연구에서 Lactobacillus johnsonii 파쇄액을 활용하여 

항염 효능을 확인하였다. Raw267.4 세포에서 세포독성을 

확인하고, NF-κB활성 조절 능력을 측정하여 항염효능을 

연구하였다. 연구결과 Raw264.7 세포에 세포독성은 250 

µg/mL까지 영향을 미치지 않았으며(Figure 1), LPS로 유발된 

염증유발 단백질인 TNFα와 IL1β의 발현이 Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액 250 µg/mL에서 각각 40.55%와 34.66%의 

억제율을 보였다(Figure 3). 또한 염증의 주요한 전사인자

인 NF-κB의 활성이 Lactobacillus johnsonii 파쇄액 250 

Figure 3. The effect of Lactobacillus johnsonii lysate on TNFα

and IL1β. 

Raw264.7 cells were treated with LPS and Lactobacillus johnsonii 

lysate (concentration is µg/mL) for 24 h, 37 ℃. The result is 

presented as the mean ± SD of the experiment (N = 3). #p < 0.05 

(vs. control), *p < 0.05 (vs. LPS treated Raw264.7 cells). 

Figure 4. The effect of Lactobacillus johnsonii lysate on NF-κB 

transcription activity.

Raw264.7 cells were treated with LPS and Lactobacillus johnsonii 

lysate (concentration is µg/mL) for 24 h, 37 ℃. The result is 

presented as the mean ± SD of the experiment (N = 3). 
#p < 0.05 

(vs. control), 
*p < 0.05 (vs. LPS treated Raw264.7 cells). 
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µg/mL에서 40.76%의 억제함을 확인함으로써 Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액의 NF-κB활성 조절을 통한 anti-inflammation 

기능을 확인할 수 있었다(Figure 4). 본 연구를 통해 Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액을 이용한 신규 아토피, 건선 등에서 항염 

및 피부진정에 도움을 줄 수 있는 신규원료의 개발에 기초

결과가 될 것이다. 또한 추후 연구를 통해 Lactobacillus 

johnsonii 파쇄액의 주요성분에 의한 항염 효과 및 세부기전

에 대한 연구가 지속되어 Lactobacillus johnsonii 파쇄액의 

항염기전에 대한 과학적인 제시가 필요할 것으로 판단된다.
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