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ABSTRACT: The aim of this work was to investigate the cellular responses and proteomic analysis of Bacillus cereus MH-2 exposed to 
EGCG. Strain MH-2 was isolated from commercial Ssamjang and has the hemolytic activity. Survival of the MH-2 strain with time in the 
presence of different concentrations of EGCG under sublethal conditions was monitored. The amount of alginate from MH-2 strain 

decreased depending on the increasing concentrations of EGCG and increased depending on the exposure time at any particular EGCG 
concentration. Analysis of SDS-PAGE and Western blot using anti-DnaK and anti-GroEL revealed that two stress shock proteins, 70 kDa 
DnaK and 60 kDa GroEL were found to decrease in proportion to the EGCG concentration in exponentially growing cultures. Scanning 

electron microscopic analysis demonstrated the presence of protrusions and fused rod forms on the cells treated with EGCG. 2-DE of 
soluble protein fractions from MH-2 cultures showed 20 protein spots changed by EGCG exposure. These proteins involved in 
enterotoxins (hemolysin BL lytic component L1 and hemolysin BL-binding protein), chaperons (DnaK and GroEL), cell defense (peptidase 

M4 family proteins), and various biosynthesis and energy metabolism were identified by peptide mass fingerprinting using MALDI-TOF. 
These results provide clues for understanding the mechanism of EGCG-induced stress and cytotoxicity on B. cereus MH-2.
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고추장 및 쌈장 등의 장류는 우리나라의 고유 전통발효식

품으로 자리잡아왔으며, 최근 웰빙 음식으로서 한식의 국제화

를 선도하는 일부 식품기업들에서는 장류연구소를 설립하여 

집중적으로 장류에 대한 여러가지 측면에서의 연구를 수행하

고 있다. 최근 쌈장의 원료인 된장의 항암, 혈당강하, 항산화 효

과, 돌연변이 억제 및 혈전 용해능 등 다양한 기능성이 보고되

고 있어 기능성 쌈장에 대한 관심이 높아지고 있다(Kwak et 

al., 2007). 그러나 쌈장의 제조공정에서 식중독을 유발할 수 

있는 E. coli, S. aureus, B. cereus 등이 유입될 수 있다. 특히 내

생포자를 형성하는 B. cereus는 재료 준비과정부터 다른 균주

들과 비교하여 상대적으로 많은 양이 유입될 수 있으나, 효율

적인 멸균법이 알려져 있지 않아 오랫동안 문제가 제기되어오

고 있다.

B. cereus에 의한 세균성 식중독은 커다란 건강상의 문제

를 일으키는 것으로 보고된 바 있으며(Granum and Lund, 

1997; Guinebretière and Broussolle, 2002; Arnesen et al., 

2008), 이를 관리하기 위하여 우리나라에서는 2005년부터 식

품의약품안전처에서 1 g당 1,000 CFU 이하로 규제하는 지침

을 제정해 놓고 있는 상태이다. 기업 및 식품업체 등에서는 이

를 해결하기 위해서 사용되는 물과 재료의 열처리, 또는 각종 

첨가물을 이용하는 등의 물리화학적 방법으로 생산되고 있으

며, 최근 천연물질을 첨가하여 저장성 및 품질을 향상시키기 

위한 연구가 진행 중이다(Lee et al., 2001; Kang et al., 2013).

B. cereus에 의한 식중독은 일부 균주가 생성하는 설사형 독
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소인 hemolysin BL (HBL)과 구토형 독소인 cereulide에 의해 

발생된다고 보고되었다(Yokoyama et al., 1999; Guinebretière 

and Broussolle, 2002). 우리나라에서 B. cereus에 의한 식중독 

사례는 매년 증가추세에 있어 이를 효율적으로 예방하는 대책

이 필요할 것으로 사료된다(Choi et al., 2011).

Epigallocatechingallate (EGCG)는 epigallocatechin (ECG), 

epicatechhingallate (ECG), epicatechin (EC), gallocatechingallate 

(GCG)와 함께 녹차에 함유된 주요 카테킨의 한 종류로서, 항

산화효과, 노화방지, 암세포분화방지, 항바이러스효과, 충치

예방효과 등의 다양한 효과가 있는 것으로 알려져 있다(Yu et 

al., 2004). 녹차추출물(tea polyphenol)은 식중독관련 미생물, 

구강미생물 등 다양한 미생물들에 대하여 항균효과가 있는 것

으로 보고된 바 있다(Cho et al., 2010, 2011; Song et al., 2010). 

B. cereus의 제거를 위하여 제조공정의 변화나 화학첨가제 첨

가가 제기되어왔으나, 최근에 항미생물 효과와 더불어 건강

상의 이유로 다양한 기능성을 가지는 천연물질을 이용한 활

용하는 방안의 필요성이 주목을 받고 있으며, 이러한 다양한 

기능을 충족시킬 수 있는 물질로서 EGCG가 관심의 대상이 

되어왔다.

본 연구에서는 시판되고 있는 쌈장에서 용혈성 B. cereus 

MH-2를 분리하여, EGCG에 노출시켰을 때 나타나는 세포 반

응에 대하여 조사하였으며, EGCG의 다양한 농도와 시간에 

노출된 B. cereus MH-2에서 alginate의 생성을 관찰하였다. 또

한 이 세균이 EGCG에 의해 유도되는 스트레스 충격단백질인 

DnaK와 GroEL의 변화를 Western blot을 통하여 조사하였으

며, EGCG에 노출된 세포의 외부형태 변화를 주사전자현미경

으로 관찰하였다. 또한 EGCG에 의한 단백질 발현의 변화를 

2-D PAGE와 MALDI-TOF를 활용하여 프로테옴 분석을 실

시하였다.

재료 및 방법

세균의 분리 및 배양

시중에서 판매되고 있는 쌈장(C사, 한국)으로부터 농화배

양 기법을 통하여 용혈성 Bacillus cereus를 분리하였다. 5% 

sheep blood가 첨가된 blood agar (Difco Co.)에 시료를 도말 하

여 배양하였다. 이후 고체 평판 배지상의 집락 주변에 투명대

가 형성된 집락을 선별하여, 선별된 균주를 blood agar 배지에 

3회에 걸친 도말 평판법을 통한 순수배양기법으로 투명대

(clear zone)를 형성하는 세균을 분리하여 최종 선발하였다. 분

리세균은 LB 액체배지에 접종하여, 진탕배양기(37°C, 160 rpm)

에서 유지하며, 본 실험에 이용하였다.

EGCG에 대한 분리세균의 생존율 조사

분리세균에 대한 EGCG의 살균 효과를 알아보기 위하여 균

주를 LB 액체 배지에 배양하였다. 대수생장기를 거치면서 파

장 660 nm에서 혼탁도가 1.0일 때, 배양액을 4°C를 유지하며 

13,000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 얻어진 균체를 PBS 

buffer로 3회 세척하고, 다시 동일조건 하에 원심분리를 실시

하여 얻어진 균체를 다양한 농도의 EGCG에 노출시켰다. 2시

간 간격으로 LB 고체 평판배지에 100 μl씩 평판 도말하여 37°C

에서 24시간 배양한 후, 형성된 집락을 계수하여 ECGC 농도

와 노출시간에 따른 분리세균의 생존율을 각각 조사하였다.

EGCG 노출에 의한 alginate 생성량 측정

EGCG의 노출 시간과 농도에 따른 alginate의 생성량 변화

는 이미 보고된 방법(Chang et al., 2007)을 이용하여, 상등액

에 포함되어있는 alginate를 정제하여 측정하였다. 다양한 농

도의 EGCG (1,000–3,000 μg/ml)가 첨가되어있는 LB 액체배

지에 각각 분리세균을 접종하여 EGCG에 노출시킨 후, 2시간 

마다 상등액을 취하여 ice ethanol (-20°C)을 첨가한 후, -20°C

에서 18시간 동안 처리하였다. 처리된 시료를 원심분리기를 

이용하여 4°C를 유지하면서 13,000 rpm에서 1시간 원심분리

하여 얻은 상등액을 동결건조 시킨 후, 증류수에 녹여 alginate

를 얻었다. 얻어진 alginate 시료 100 μl와 5% phenol solution 

100 μl를 잘 혼합한 후, 500 μl의 sulfuric acid를 첨가한 뒤, 30

초 동안 잘 혼합하여 80°C에서 30분간 반응시켰다. 반응시킨 

튜브를 식힌 뒤 490 nm에서 흡광도를 측정하여 alginate를 정

량하였다. 정량은 sodium alginate (Sigma)에 의해 만들어진 

표준곡선을 활용하였다. 표준곡선은 5, 10, 25, 50, 100 μg의 

alginate를 제조하여 반응시킨 후, 490 nm에서 흡광도를 측정

하여 작성하였다.

단백질 획득 및 정량

분리세균을 EGCG에 노출시킨 후, 13,000 rpm에서 10분간 

원심분리하여 얻어진 균체를 10 mM phosphate buffer (pH 

7.0)로 3회 세척하였다. 이후 동일 buffer에 균체를 현탁하여 

4°C를 유지하면서, 초음파 분쇄기를 이용하여 50 W로 30초간 

15회 반복하면서 파쇄하여 단백질을 추출하였다. 파쇄된 세

포는 13,000 rpm에서 30분간 원심분리한 후, 단백질을 포함하

고 있는 상등액을 취하여 Bradford 방법(Bradford, 1976)으로 

단백질을 정량하였다. 정량은 bovine serum albumin (BSA)에 
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의해 만들어진 표준 곡선을 활용하였다.

EGCG 노출에 따른 세포 외부형태의 관찰

EGCG에 노출된 세균 세포의 외부형태 변화를 주사전자

현미경을 통하여 관찰하였다. 세균을 LB 액체배지에 접종하

여 12시간 동안 배양시킨 후, PBS로 3회 세척하여 균체를 준

비하였다. 준비한 균체를 2,000 μg/ml의 EGCG에 각각 2시

간, 8시간 동안 노출시킨 후, 배양액을 원심 분리하여 균체를 

회수하고, 여과지에 부착하여 고정 및 탈수한 후, hexamethyl 

disilazane 원액에 20분간 반응시켜 공기 중에서 건조하였다. 

건조시킨 membrane filter를 slide glass 위에 부착하여 sputter 

coater (IB-3, Giko Engineering Co.)를 사용하여 gold coating 

한 후, JSM-6700F 주사전자현미경(JEOL)으로 관찰하였다.

SDS�PAGE와 Western blot 분석

추출한 단백질을 Bollag 등의 방법(1996)에 따라 SDS-PAGE

를 실시하였다. Separating gel은 12% acrylamide gel을 사용

하고, stacking gel은 4% acrylamide gel을 사용하였다. 전기영

동 후 gel은 staining solution (0.1% Coomassie brilliant blue 

R-250, 45% methanol, 10% acetic acid)으로 1시간 염색하였

고, destaining solution I (50% methanol, 10% acetic acid)과 

destaining solution II (5% methanol, 7% acetic acid)로 탈색

하였다. 스트레스 충격단백질(예, DnaK와 GroEL)을 분석하

기 위하여 Sambrook 등의 방법(2001)에 따라 Western blot을 

실시하였다. 1차 항체는 anti-DnaK와 anti-GroEL (StressGen 

Biotechnologies Corp.)을 사용하였고, 2차 항체는 anti-mouse 

IgG HRP conjugate (Promega)를 사용하였다. 반응 검출을 위

하여 Western blot detection system (Intron)을 사용하여 X-ray 

film (AGFA)에 현상한 후, 스트레스 충격단백질의 발현을 비

교 분석하였다.

2�DE와 in�gel digestion

EGCG에 노출된 분리세균의 단백질 변화를 분석하기 위하

여 대상 균주를 2,000 μg/ml 농도의 EGCG에 2시간 동안 노출

시킨 후 획득된 단백질 시료와 대조군으로 EGCG에 노출되지 

않은 균주에서 얻은 단백질 시료를 각각 준비하여 기존에 기

술된 방법으로 이차원 젤 전기영동(2-DE)을 실시하였다(Ho 

et al., 2004). 염색된 단백질 spots는 젤에서 잘라내어, 30 mM 

potassium ferricyanide와 100 mM sodium thiosulfate를 1:1로 

혼합한 용액을 사용하여 탈염색하고, 증류수로 세척하였다. 

세척된 gel은 50% acetonitrile과 100% acetonitrile으로 각각 

15분간 반응 후, 100 mM ammonium bicarbonate (pH 7.8)를 

넣고 5분간 반응시켰다. 반응시킨 gel에 100% acetonitrile을 

넣고 gel이 흰색으로 변하면 acetonitrile를 제거하였으며, 진

공 원심분리 농축기로 남아있는 여액을 제거하고, 건조시켰

다. 건조된 gel은 0.2 μg trypsin (Promega sequence grade)으로 

37°C에서 16시간 동안 처리하여 gel에 있는 단백질을 peptide

로 분해시켰다. 분해된 peptides를 추출하기 위하여 25 μl의 

elution buffer [50% acetonitrile, 5% trifluoroacetic acid (TFA)]

를 첨가하여 실온에서 1시간 동안 교반시켰다. 반응시킨 elution 

buffer를 새로운 1.5 ml 튜브로 옮기고 진공 원심분리 농축기

로 농축하였으며 이 과정을 2회 반복하였다.

MALDI�TOF/MS를 이용한 단백질 동정

농축된 peptides는 0.1% TFA 용액에 녹인 후, zip-tip C18 

pipette tips (Millipore)를 사용하여 탈염하였다. Peptides는 

CHCA solution (10 mg/ml CHCA in 0.5% TFA/50% ACN, 

1:1)을 첨가하여 분석용 시료를 만들었으며, PTFE (polyte-

trafluoroethylene) 필름으로 코팅된 96 well plate (Applied 

Biosystems Inc.)에 1 μl씩 주입하였다. Mass spectra는 4700 

Proteomics Analyzer (Applied Biosystems)를 사용하였으며, 

각 단백질은 MASCOT (http://www.matrixscience.com)의 

NCBI DB 활용에 근거하여 MALDI fingerprint data로부터 동

정되었다(Cottrell and London, 1999).

결과 및 고찰

세균의 분리 및 배양

시중에 판매되고 있는 쌈장으로부터 농화시킨 배양액에서 

5% sheep blood가 첨가된 blood agar에서 투명대가 관찰되는 

균주를 선별하여 blood agar에서 3회에 걸친 도말 평판법을 

통한 순수배양으로 투명대가 뚜렷한 세균인 Bacillus cereus 

MH-2를 선별하였다. 선별된 균주는 LB 액체배지에 접종하

여, 진탕배양기에서 37°C에서 160 rpm의 배양조건을 유지하

면서 본 실험에 이용하였다.

EGCG에 대한 분리세균의 생존율 조사

분리세균 MH-2에 대한 EGCG의 농도와 노출 시간에 따른 

생존율을 알아보기 위한 실험을 실시하였다. 전반적으로 노출 

시간과 농도에 비례하여 세균의 집락의 수가 점차 감소하는 

양상을 보였으며, 4,000 μg/ml의 EGCG 농도에 노출시킨 분리
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Fig. 1. Survival rate of Bacillus cereus MH-2 following exposure to 

EGCG. MH-2 cells were maintained at the concentrations of 0 μg/ml (○), 

1,000 μg/ml (●), 2,000 μg/ml (■), 3,000 μg/ml (▲), and 4,000 μg/ml (◆) 

EGCG. At intervals, the numbers of colonies (CFU/ml) were measured.
Fig. 2. Exopolymer production as alginate equivalents by Bacillus cereus 

MH-2. The cells were grown in LB only (○), or LB in the presence of the 

concentrations of 1,000 μg/ml (●), 2,000 μg/ml (■), and 3,000 μg/ml (◆) 

EGCG. The standard curve for alginate quantification was shown as the 

inner box in Fig. 2. These data represent the mean±SD based on triplicate 

studies.

세균은 빠르게 생존율이 감소하여 6시간 이후 집락을 관찰할 

수 없으며, 3,000 μg/ml의 농도에 노출시킨 세균은 8시간 이후 

집락이 관찰되지 않았다(Fig. 1). Shigemune 등(2012)은 500 

μg/ml의 농도의 EGCG에 노출된 B. cereus 균주의 내생포자형

성이 억제되어 생존율이 감소하였으나, 6시간 이후부터는 내

생포자 형성이 증가하여, 발아하는 세포의 수가 증가한다고 

보고하였다. 본 연구결과에 따르면 4,000 μg/ml 이상의 고농

도의 EGCG에 노출된 세균의 사멸이 급격히 이루어져, 노출 6

시간 이후에 집락이 관찰되지 않았다. 이는 일정 농도 이상의 

EGCG는 B. cereus에 대하여 뛰어난 살균 효과를 가지는 것으

로 사료된다.

EGCG 노출에 따른 alginate 생성량 변화

분리 세균인 MH-2가 다양한 농도의 EGCG에 노출되었을 

때 생성되는 alginate의 양을 측정하였다. Alginate 생성량은 

EGCG의 농도가 증가함에 따라 감소하였으며, 특정 EGCG 농

도에서 노출시간이 진행됨에 따라 생성량은 증가하는 것으

로 나타났다(Fig. 2). 16시간의 배양기간 동안 alginate 최대 

생성량은 1,000 μg/ml의 EGCG에서 12시간 경과 후 59 μg, 그

리고 2,000 μg/ml과 3,000 μg/ml에서 10시간 경과 후, 각각 37 

μg과 14 μg으로 측정되었다. EGCG 노출에 따른 B. cereus의 

alginate의 생성량을 측정한 연구 결과는 거의 알려진 바 없다. 

그러나 alginate의 생산은 열악한 주변 환경에서 세균들이 생

존하는데 중요한 요인으로 알려져 있다. 병원성 및 토양세균

으로 널리 알려진 Pseudomonas 속(genus)에서 alginate 생산

과 관련된 연구는 많이 보고되었다. 열, 독성화학물질, 폭약, 

항생제 등 외부환경요인의 노출에 따른 alginate 생성량의 변

화를 관찰한 연구결과는 Ps. syringae와 Ps. putida에서 각각 

보고되었다(Keith and Bender, 1999; Lee et al., 2008). 이러한 

결과들을 바탕으로 EGCG에 노출된 B. cereus에서도 외부환

경적 스트레스 요인에 저항하고 세포생존을 위한 수단으로서 

alginate를 생성하는 것으로 사료된다.

EGCG 노출에 따른 세포 외부형태의 관찰

분리세균인 MH-2의 EGCG 처리 농도와 시간에 따른 세포

외부 형태변화를 주사전자현미경을 이용하여 관찰하였다. 미

처리된 MH-2 세포는 정상적으로 둥근 간균의 매끈한 세포표

면이 관찰된 반면에, 2,000 μg/ml의 농도에서 2시간 동안 노출

된 세균은 세포의 표면이 울퉁불퉁해지고, 특정 부분이 돌출

되기 시작하는 것을 관찰할 수 있었다. 8시간 노출된 세균에서

는 세포의 표면이 더욱 불규칙해지고, 크고 작은 돌출부의 생

성과 함께 세포의 뭉그러진 형태도 관찰되었다(Fig. 3). EGCG

에 노출된 후의 형태 변화는 세균의 종류에 따라 다른 것으로 

보고되었다. Shigemune 등(2012)은 EGCG에 노출된 B. cereus 

JCM2152의 세포에서 표면이 심하게 주름이 지고, 찌그러지
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(A) (B) (C)

Fig. 3. Scanning electron micrographs of Bacillus cereus MH-2. (A) untreated cells, (B) cells treated with 2,000 μg/ml EGCG for 2 h, and (C) cells treated 

with 2,000 μg/ml EGCG for 8 h.

                                                      (A)                                                     (B)                                                 (C)

Fig. 4. Induction of stress shock protein (SSPs) in Bacillus cereus MH-2 treated with different EGCG concentrations for 1 h; 0 μg/ml (lane 1), 1,000 μg/ml 

(lane 2), 2,000 μg/ml (lane 3), 3,000 μg/ml (lane 4), 4,000 μg/ml (lane 5), The SSPs were analyzed by SDS-PAGE (A), and western blot with anti-DnaK (B), 

and anti-GroEL (C) monoclonal antibodies, respectively.

는 모습을 관찰하였으며, Klebsiella pneumonia에서는 저농도

에서는 천공이 관찰되었으며, 농도가 증가함에 따라 심하게 

일그러지고 뭉그러지는 것으로 보고하였다(Cho et al., 2011).

EGCG의 사멸효과에 대해서는 두 가지 기작이 제시되었다; 

(1) 세포막의 손상에 의한 세포사멸을 유도한다는 기작(Ikigai 

et al., 1993)과 (2) EGCG가 직접적으로 펩티도글리칸에 결합

하여 세포벽을 손상 및 세포벽 생합성을 방해한다는 기작이다

(Shimamura et al., 2007). 본 연구 결과에 따르면 외부형태의 

심각한 변화로 보아 세포벽의 손상을 초래하여 세포 사멸을 일

으킨 것으로 판단되나, 구체적으로 세포에 영향을 미치는 기작

을 명백히 밝히기 위한 더 많은 연구가 진행되어야 할 것이다.

SDS�PAGE와 Western blot 분석

스트레스 충격단백질의 발현양상을 조사하기 위하여 분리 

균주 MH-2를 다양한 농도의 EGCG (1,000–4,000 μg/ml)에 노

출시킨 후, 스트레스 충격단백질인 DnaK와 GroEL의 발현과

(Fig. 4), 3,000 μg/ml의 EGCG에서 1시간 간격으로 노출에 의

해 유도 발현되는 DnaK와 GroEL을 조사하였다(Fig. 5). Fig. 4

에서 보여주는 바와 같이, EGCG 농도에 따른 세균에서 발현

되는 DnaK와 GroEL의 양은 EGCG의 농도가 증가함에 따라 

발현량이 점차 감소하였으며, 노출 시간이 증가함에 따라 

DnaK와 GroEL의 발현량이 급격히 감소하였다(Fig. 5). 일반

적으로 스트레스 충격단백질인 DnaK와 GroEL은 열과 

NaCl과 같은 스트레스 요인들에 의해서도 발현이 변화하는 

것으로 알려져 있다. Periago 등(2002)은 스트레스 요인으로

서 열과 NaCl에 노출된 B. cereus ATCC 14579 균주에서 여러 

가지 단백질의 변화를 관찰하였으며, 특히 DnaK와 GroEL 발

현은 변화로 노출 시간이 증가할수록 유도되는 양이 증가한 
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                                                          (A)                                               (B)                                             (C)

Fig. 5. Induction of stress shock proteins (SSPs) in Bacillus cereus MH-2 treated with 3,000 μg/ml EGCG for different exposure times (h). The SSPs were 

analyzed by SDS-PAGE (A), and western blot with anti-DnaK (B), and anti-GroEL (C) monoclonal antibodies, respectively.

(A) (B)

Fig. 6. Two-dimensional gel electrophoresis pattern of total Bacillus cereus MH-2 proteins in Luria-Bertani broth without EGCG (A) or in the presence of 

2,000 μg/ml EGCG for 2 h (B). The number associated with MALDI-TOF/MS identified spots is listed in Table 1.

후에 일정하게 유지되는 것을 보고하였다. 본 실험을 통해서 

사용된 EGCG는 노출 농도 및 시간이 증가함에 따라 유도되는 

DnaK와 GroEL은 점차 사라지는 것으로 관찰되었는데, 이는 

EGCG가 세포독성물질로 작용하여 세포사멸을 유도한 결과

로 스트레스 충격단백질의 발현이 감소하는 것으로 열이나 

NaCl의 노출 결과 발현되는 정도에서 차이가 있는 것으로 사

료된다.

EGCG에 노출된 분리세균에서 프로테옴 발현 변화

먼저 EGCG에 노출되었을 때, 분리세균 MH-2에서 나타난 

다양한 프로테옴 발현 변화를 이차원 전기영동(2-DE)을 통하

여 비교 관찰하였다. 2,000 μg/ml의 EGCG에 2시간 동안 노출

된 B. cereus MH-2 균주의 프로테옴 발현 변화 양상을 관찰한 

결과, pH 4–7의 범위에서 약 20개의 단백질이 EGCG 노출에 

의해 비교적 크게 증가하거나 감소하는 spot들이 관찰되었다

(Fig. 6).

2-DE에서 증감이 관찰된 spot들은 MALDI-TOF에 의한 

peptide mass fingerprinting을 이용하여 동정을 실시하였다. 

MALDI-TOF 분석 결과는 Table 1에 요약되었다. 이들 단백

질 가운데, EGCG에 노출된 MH-2 세포에서 다양한 기능을 
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Table 1. Proteins identified by MALDI-TOF/MS fingerprinting

Spot No. Identified protein Accession Sequence coverage (%) Fold change

Chaperone

1 Chaperone protein, DnaK AIY75640 64 ↑

2 Chaperone protein, GroEL KC895964.1 58 ↑

Enterotoxins

3 Hemolysin BL lytic component L1 WP_000714434 36 ↓

4 Hemolysin BL-binding protein WP_000976168 52 ↓

Energy metabolism, pathway factors

5 Aconitate hydratase WP_000238553 56 ↓

6 Phosphoglyceromutase WP_001231145 43 ↓

7 Phenylalanine racemase, partial WP_046132418 26 ↓

Proteases

8 Alkaline serine protease WP_000790931 42 ↓

Transporter

9 Peptide ABC transporter permease WP_000413413 38 ↓

Biosynthesis, biosynthesis of cofactor, protein synthesis

10 Alginate biosynthesis protein, AlgB CUB10867 48 ↑

11 Peptidyl-tRNA hydrolase WP_032870877 61 ↓

12 Thioredoxin WP_000044822 68 ↓

13 Phosphotransferase WP_007407453 46 ↑

14 MecA protein WP_033707457 62 ↓

Cell envelope

15 Penicillin binding protein WP_001256637 51 ↓

16 Cell division protein, FtsN WP_000053726 50 ↓

17 Wall-associated protein WP_049107569 27 ↑

Cell defence factor

18 Peptidase M4 family proteins WP_000758747 35 ↑

Cell lysis factor

19 ArpU family phage transcriptional regulator WP_016122511 80 ↑

Flagellum components

20 Phage tail length tape measure protein WP_000896627 39 ↑

수행하는 단백질들, 특히 스트레스 충격단백질(DnaK, GroEL), 

alginate 생합성 단백질(alginate biosynthesis protein, AlgB), 

세포 방어요소(예, peptide M4 family proteins)의 증가가 확인

되었다. Western blot에서 EGCG 노출 농도와 시간이 증가함

에 따라 아치사 조건(sub-lethal condition)에 도달하여 세포의 

치사로 인한 스트레스 충격단백질의 발현 감소가 관찰되었으

나, 2-DE에서 사용된 EGCG 농도에서는 이들 단백질이 증가

되는 것으로 나타났다. 스트레스 충격단백질을 포함하여 증가

된 단백질들은 저 농도의 EGCG에 노출된 분리세균에서 증가 

됨으로서, 세포가 열악한 환경에 노출되었을 때 세포를 방어

하거나 세포의 생존을 돕는데 중요한 역할을 하는 것을 시사

한다. Periago 등(2002)은 B. cereus ATCC 14579에서 온도, 

pH, ethanol, NaCl과 같은 외부 환경요인의 변화에 의해서 

DnaK와 GroEL의 발현이 유도되는 것으로 보고하였다.

또한 장독소(enterotoxins)와 물질대사에 관여하는 여러 가

지 단백질들이 감소하는 것으로 확인되었다. 특히 본 연구에

서 사용된 용혈성 MH-2 균주가 EGCG에 노출되었을 때, 용

혈독소인 hemolysin BL lytic component L1과 hemolysin 

BL-binding protein의 발현이 감소되는 것은 흥미로운 일이다. 

Hemolysin BL은 binding component B, 그리고 두 가지의 lytic 

components L1과 lytic components L2가 결합하여 구성되며, 

B. cereus로 인한 설사형 식중독을 일으키는 주독소라는 것을 

발표하였다(Ryan et al., 1997). 또한 hemolysin은 B. cereus 

뿐만 아니라, Escherichia coli O157, 일부 Streptococcus 속, 
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Listeria 속의 세균에서도 발견되는 주요 용혈독소로 보고된 

바 있다. Friedman 등(2006)은 B. cereus와 B. anthracis에서 생

성되는 독소가 EGCG의 phenolic OH 기(group)와 결합하여 

독소를 불활성화 시킨다고 보고하였는데, 이는 EGCG가 B. 

cereus가 생성하는 독소의 발현을 억제하는데 관여한다는 것

으로 연관지어 볼 때 매우 흥미로운 내용이다.

본 연구에서 용혈성을 나타내는 분리 균주 MH-2 세균이 

EGCG에 노출되었을 때, hemolysin 관련 단백질 발현의 감소

는 EGCG의 용혈독소 억제 및 무독화 소재로의 가능성과 나아

가 식품산업에서 용혈성을 가진 세균 및 식중독 세균을 조절

할 수 있는 기능성 소재로서의 이용가능성을 제시할 수 있다. 

쌈장이나 고추장 등에 포함되어있는 용혈성 B. cereus 오염에 

대한 문제는 국민건강에 문제가 될 수 있다. 이를 극복하기 위

한 몇 가지 대안이 제기되고 있으며, 그 가운데 천연 식품첨가

물은 종류에 따라 다양한 기능성을 가지고 있어서 건강에 이

로운 측면을 제공할 수 있다. 그러나 이를 활용하는데 있어서 

천연물 자체가 가지는 맛이나 향으로 인하여 본래의 물성이 

변화할 수 있기 때문에 기호식품으로서 문제가 될 수도 있다. 

따라서 이 문제를 해결하기 위한 고려도 있어야 할 것으로 사

료된다.

녹차와 그 추출물은 다양한 측면에서 이용하려는 노력이 

있어왔으나, 식품보존을 위한 천연 식품첨가물로서의 연구는 

여전히 미비한 편이다. 따라서 본 연구에서는 식중독 원인 세

균인 용혈성 B. cereus에 대한 EGCG 노출에 따른 다양한 특성

조사를 실시하였다. 향후 이들 결과를 기초로 하여 용혈성 B. 

cereus가 가지는 독성 단백질의 저해 기작을 규명하는 방향으

로 추진되어야 할 것이다.

적  요

본 연구의 목적은 시중에 판매되고 있는 쌈장에서 용혈성

을 가지는 Bacillus cereus MH-2를 분리하여, EGCG 노출에 

따른 MH-2 균주의 세포 반응과 프로테옴 분석을 위해 수행되

었다. 다양한 농도의 EGCG에 노출된 MH-2 균주는 노출시간

이 증가함에 따라 생존률은 점차 감소함을 보였다. MH-2 균주

의 alginate 생성량은 EGCG의 농도가 증가함에 따라 감소하

였으며, 특정 EGCG 농도에서 노출시간이 진행됨에 따라 그 생

성량은 증가하는 것으로 나타났다. SDS-PAGE 및 anti-DnaK

와 anti-GroEL의 단일항체를 이용한 Western blot 통한 분석

으로, 두 가지 스트레스 충격단백질인 70 kDa의 DnaK와 60 

kDa의 GroEL의 발현은 대수생장기의 배양에서 EGCG의 농

도에 비례하여 감소하는 것을 확인하였다. EGCG에 노출된 

세균의 세포 외부형태 변화를 주사전자현미경을 이용하여 관

찰한 결과, 세포 표면의 돌출부 생성과 함께 세포의 뭉그러짐

이 관찰되었다. EGCG에 노출된 Bacillus cereus MH-2 배양의 

수용성 단백질 부분에 대한 2-DE에서 20개의 단백질 스팟이 

EGCG 노출에 의해 크게 변화하는 것이 확인되었다. 장독소

(hemolysin BL lytic component L1, hemolysin BL-binding 

protein), chaperon (DnaK, GroEL), 세포방어요소(peptidase 

M4 family proteins), 에너지 및 물질대사 등에 수반되는 이들 

단백질은 MALDI-TOF를 사용한 peptide mass fingerprinting

에 의해 동정되었다. 이들 결과는 B. cereus MH-2에 대한 

EGCG-유도 스트레스와 세포독성의 기작을 이해하는데 중요

한 단서를 제공할 것이다.
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