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국내 새우젓에서 분리한 Lactobacillus brevis HLJ59의 

Angiotensin Converting Enzyme 저해활성 및 생리적 특성
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In this study, lactic acid bacteria with high angiotensin converting enzyme inhibitor activity were 

isolated from Korean fermented food, such as kimchi and salted seafood. The strain HLJ59, isolated 

from salted shrimp showed the highest angiotensin converting enzyme inhibitor activity in DeMan 

Rogosa Sharpe broth. Optimum growth temperature of Lactobacillus brevis HLJ59 was at 34°C. Acid 

treatment at pH 3.0 for 1.5 h decreased cell viability from 9.9×108 CFU/ml to 3.11×104 CFU/ml. The 

bile extract concentration of 0.3%, 0.5%, and 1.0% in MRS broth did not inhibit the growth of 

HLJ59. Isolated strain HLJ59 showed more sensibility to amikacin, gentamycin, neomycin, streptomycin, 

kanamycin, cefmetazole, cephalothin, ampicillin, ticarcillin, sulbactam+ampicillin, amoxicillin+clavulanic 

acid (AMC), tetracycline, and sulfamethoxazole+trime thoprim (SXT) as compare to other 7 different 

antibiotics. However, it showed more resistance to cefoxatin, ceftnaxone, penicillin, ciprofloxacin, 

nalidixic acid, lincomycin, and chloramphenicol. 
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최근 식생활의 서구화로 인하여 각종 성인성 질환의 급증과 

노령인구의 증가추세에 따라 각종 만성 노인성 질환 또한 급속

히 증가하고 있는 실정이다(23). 이러한 성인성 질환과 노인성 

질환 중 대표적인 질환 중 고혈압이 대부분을 차지하고 있으

며, 최근에는 성인뿐만 아니라 청소년들에게도 나타나고 있는 

질병이다(15).

고혈압은 본태성 고혈압과 2차성 고혈압으로 크게 구분을 

하는데, 그 중 본태성 고혈압은 renin-angiotensin계가 혈압조

절에 매우 중요한 역할을 한다. Angiotensinogen이 renin의 특

이적 분해를 받아서 angiotensin I을 생성하여, 다시 angiotensin 
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converting enzyme (ACE)에 의하여 혈관수축작용을 하는 

angiotensin II를 생성한다. 또한 ACE는 혈관이완작용을 가진 

bradykinin을 분해하여 불활성화 시킴으로써 결과적으로 혈압

을 상승시키는 역할을 한다. 이와 같이 혈압의 상승에는 ACE

의 관여가 크므로 혈압의 강하에는 ACE의 저해가 필수적이고, 

또한 ACE 저해제들이 고혈압 치료제로서 제시되면서 고혈압 

예방 및 치료에 있어서 ACE 저해제의 중요성이 부각되고 있

다(17). 

고혈압을 개선하기 위한 목적으로 captopril, enalapril, ramipril 

등의 ACE 저해제가 개발되어 상용되고 있으나 이러한 약제의 

경우 사용으로 인한 부작용으로 마른기침, 식욕부진, 미각이상, 

발진, 백혈구 감소, 혈관부종 및 간 기능 이상 등이 보고되고 

있다(10). 
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따라서 부작용이 적은 천연물질로부터 항고혈압 효과를 가

지는 물질 탐색에 대한 연구로 대두 및 어육 단백질의 가수 분

해물(22), 배에서 추출한 펙틴(18), 발아현미 추출물(6), 메밀 

추출물(9), 제주 자생 녹조류와 갈조류의 항고혈압 효과(2), 우

유 단백질 peptide의 혈압조절효과(12) 등이 보고되고 있다. 또

한 최근 전통 발효식품에는 다양한 기능성(5, 19)이 있다는 학

계의 결과가 발표되고 있으며, 발효식품 내의 유산균은 고부가

가치를 창출할 수 있는 자원으로써 새롭게 인식되고 있고, 인

간의 웰빙 및 건강과 밀접한 관계를 가지고 있다(14). 특히 우

리고유의 발효식품은 풍부한 유산균을 내포하고 있어 생활 습

관병(고혈압, 비만, 당뇨 등)의 예방, 항암효과, 소화, 강장 효

과 및 뇌기능 활성화 등의 과학적 우수성이 지속적으로 밝혀지

고 있으며(20), 최근에는 혈중 콜레스테롤 저하효과에 대해서

도 연구결과가 보고되고 있다(21).

따라서 본 연구에서는 전통 발효식품인 김치 및 젓갈류로부

터 ACE 저해활성이 우수한 젖산균을 분리하여, 향후 분리 균

주를 이용한 항고혈압 발효유의 개발을 위한 starter로서의 가

능성을 제시하고자 하며 또한 우리나라 전통 발효식품으로부

터 분리한 균주의 생리적 특성을 조사하고, 전통 발효식품의 

우수성에 대한 자료를 제공하고자 한다. 

재료 및 방법

젖산균의 분리 

분리시료는 강원도, 경북, 충북 등에서 제조원이 다른 장류, 

김치류 및 젓갈류로 부터 젖산균을 분리하여 실험에 사용하였

다. 젖산균을 분리하기 위한 선택배지로는 bromocresol purple 

(BCP, Eiken chemical Co., Japan)을 함유한 BCP 한천배지를 

사용하였으며, 준비된 시료를 마쇄한 후 평판희석 도말법을 이

용하여 BCP 한천배지에 10-5-10-6 수준으로 희석하여 도말한 

후, 37°C에서 48시간 배양하면서 균체 주변에 노란색을 형성

하는 균주를 1차로 선별하였다. 1차 선별된 균주들은 BCP 한

천배지에 다시 계대 배양하여 순수분리 하였고, 여기서 선발된 

균주는 DeMan Rogosa Sharpe (MRS, Difco, USA) 한천배지

에서 계대 배양하여 활성화 시킨 후 MRS 액체배지에 접종하

여 48시간 배양한 후, ACE 저해활성을 측정하고 활성이 높은 

균주들을 2차로 선발하였다.

균주의 동정 

분리된 젖산균은 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석하여 

동정하였으며, 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위해 27F primer 

(5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′)와 1492R primer 

(5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′)를 사용하여 PCR 

(polymerase chain reaction)을 수행하였다. PCR 증폭과정은 

95°C에서 5분간 변성 후, 95°C에서 30초, 60°C에서 30초, 

72°C에서 45초 반응을 30회 반복 시행하였으며, 72°C에서 10

분간 반응 후 4°C로 내려 종료하였다. 증폭된 PCR 산물은 

PCR purification kit (Solgent, Korea)로 정제한 후 ABI 

PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin Elmer, 

USA)를 사용하여 염기서열 분석을 위한 PCR을 수행한 후 

ABI 3730XL capillary DNA Sequencer (Applied Biosystems, 

USA)로 결과를 분석하였다. 조사된 젖산균의 염기서열 결과는 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의 Blast 검색을 통해 

GenBank data base에 수록되어 있는 16S rRNA 유전자 염기

서열과 비교⋅분석하였다.  

ACE 저해활성

ACE 저해활성의 측정은 Cushman과 Cheung의 방법(8)을 

일부 변형하여 측정하였다. 즉, 시료 100 μl에 100 mM sodium 

borate buffer (pH 8.3) 100 μl를 가한 후, 37°C에서 5분간 

preincubation 시켰다. 여기에 기질로서 hippuril-L-histidine-L- 

leucine (HLL, Sigma, USA) 용액 50 μl를 가하여 다시 37°C

에서 30분간 반응시킨 후 1 N HCl 250 μl를 가하여 반응을 

정지시켰다. 여기에 ethyl acetate 1 ml를 가하여 30초간 vortexing

한 다음 1,500×g으로 15분간 원심분리 한 후 상등액 800 μl를 

취하였다. 이 상등액을 120°C에서 40분간 완전히 건조시킨 후 

동일조건의 100 mM sodium borate buffer 1 ml를 가하여 완

전히 용해시켜 228 nm에서 흡광도를 측정하여 ACE 저해활성

을 계산하였다.

젖산균의 생육 특성

선발된 젖산균의 생장은 생육도와 pH의 변화로 측정하였다. 

생육도는 MRS 액체배지에 젖산균을 접종한 후 34, 37 및 

40°C에서 36시간 동안 배양하면서 4시간 간격으로 시료를 취

하고, UV-VIS spectrophotometer (Hewlett Packard 8453, 

Germany)로 600 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

젖산균의 내산성과 내담즙성

선발된 젖산균의 내산성은 Clark 등의 방법(7)을 변형하여 

사용하였으며 1 N HCl을 증류수에 희석하여 MRS 산성 액체

배지(pH 1.0, 2.0 및 3.0)와 MRS 중성 액체배지(pH 6.3)를 준

비하고 34°C에서 24시간 배양된 균주를 1%로 접종하여 34°C

에서 120분간 배양하면서 30분 간격으로 sampling하여 BCP 

한천 배지에 도말하여 34°C에서 36시간 배양한 후 균체수를 

계수하였다. 

선발된 젖산균의 내담즙성은 Gilliland와 Speck의 방법(11)

을 변형하여 사용하였으며 MRS 액체배지에 0.3, 0.5 및 1.0% 

bile extract (Sigma)를 첨가하고 34°C에서 24시간 배양된 균

주를 2%로 접종하여 34°C에서 30시간 동안 배양하면서 시간

대별 생육도를 UV-VIS spectrophotometer를 이용하여 600 

nm에서 흡광도를 측정하였다.

젖산균의 항생제 내성

선발된 젖산균의 항생제 내성은 Charteris 등이 기술한 방법

(3)을 일부 변형하여 사용하였다. 즉, MRS 액체 배지에서 24

시간 동안 배양한 L. brevis HLJ59를 MRS 한천배지와 잘 혼

합한 후 평판 배양한 다음 약 1시간 동안 방치하였다. 다음 20

종의 항생제 [amikacin (30 μg), neomycin (30 μg), streptomycin 



L. brevis HLJ59의 ACE 저해활성 및 생리적 특성  11

Table 1. ACE inhibitory activity by lactic acid bacteria in MRS broth at 34°C

Strains Source ACE inhibitory activity (%)

L. acidophilusa NCFM, Rhone-poulenc 55.4±5.6
Stretococcus themophilusa Culture system. Inc. 44.3±5.4

L. paracasei subsp. Paracasei KCTC 3510 62.6±4.7
L. delbrueckii subsp. Lactic KCTC 3636 72.1±3.9

Lactobacillus brevis KCCM 40017 66.7±4.2
HLB-A2 Isolated 82.2±2.8
HLR-G1 Isolated 58.7±4.6
HLW-E3 Isolated 75.1±3.3
HLW-F1 Isolated 86.4±4.1

L. brevis HLJ59 This study 98.8±1.1
a Commercial lactic acid bacteria

Lactobacillus acidifarinae LMG 22200
T
 (AJ632158)

Lactobacillus zymae LMG 22198
T
 (AJ632157)

Lactobacillus spicheri LTH 5753
T
 (AJ534844)

Lactobacillus parabrevis LMG 11984
T
 (AM158249)

Lactobacillus hammesii TMW 1.1236
T
 (AJ632219)

Lactobacillus senmaizukei L13
T
 (AB297927)

Lactobacillus brevis ATCC 14869
T
 (M58810)

Lactobacillus brevis HLJ59

0.1

100

98

77

95

100

100

Fig. 1. Phylogenetic position of strain HLJ59 in the genus 
Lactobacillus based on the 16S rRNA gene sequences. The bar 
represents 0.1% sequence divergence.

(10 μg), gentamycin (10 μg), kanamycin (30 μg), cefmetazole 

(30 μg), cefoxatin (30 μg), ceftnaxone (30 μg), cephalothin 

(30 μg), ampicillin (10 μg), penicillin (10 units), ticarcillin 

(75 μg), sulbactam+ampicillin (20 μg), amoxicillin+clavulanic 

acid (30 μg), tetracycline (30 μg), ciprofloxacin (5 μg), nali-

dixic acid (30 μg), lincomycin (2 μg), chloramphenicol (30 μg), 

sulfamethoxazole+trime thoprim (23.75 μg/1.25 μg)]가 함유된 

paper disc (BD BBLTM Sensi-DiscTM)를 올려 34°C에서 24시

간 배양한 후 디스크 주변에 형성된 투명환의 직경을 측정하여 

감수성정도를 측정하였다. 

결과 및 고찰

ACE 저해활성이 우수한 젖산균의 분리 및 선발

강원도, 경북, 충북 등에서 제조원이 다른 전통발효식품 중 

장류, 김치류 및 젓갈류의 각 시료 1 g을 멸균된 0.85% 생리

식염수 용액으로 단계희석하고, BCP 한천 배지에 도말하여 형

광색의 집락을 형성하는 나타내는 68종의 균주를 1차적으로 

선발하였다. 선발된 균주들을 MRS 한천 배지에 2회 계대 배

양하여 순수 분리된 균주들을 MRS 액체배지에 접종하여 34°C

에서 36시간 정치 배양하였다. 배양 상등액을 원심분리하여 

ACE 저해활성을 측정하였으며 그 중 ACE 저해활성을 나타내

는 균주 중에서 ACE 저해활성이 98.8%로 가장 높은 HLJ59

를 본 연구의 최종 실험 균주로 선발하였다(Table 1).

분리균주의 동정

최종 선발된 HLJ59 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열을 

분석하여 얻은 1,468 bp의 염기서열을 NCBI의 GenBank에 등

록된 염기서열 data base와 비교하여 본 결과 L. brevis의 표준

균주인 ATCC 14869T 균주의 염기서열과 99.7%의 유사도를 

나타내었다(Fig. 1). 따라서 본 연구에서 분리한 HLJ59 균주는 

16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과를 토대로 L. brevis 

HLJ59로 명명하였다. 

L. brevis HLJ59의 생육 특성

Figure 2에서 보는 바와 같이 L. brevis HLJ59의 최적 생장 

온도를 알아보기 위하여 MRS 액체배지에 seed 배양액(9.9× 

108/ml)을 2% (v/v)로 접종한 후 각 온도별로 4시간 간격으로 

36시간 동안 배양한 결과, 각각의 온도에서 균주의 생장과 pH

의 변화가 비슷한 패턴을 보였으나 34°C가 최적의 온도로 조

사되었다. 16시간째부터 생육이 증가하기 시작하여 24시간 배

양 하였을 때 가장 우수한 생육을 나타내었으며 이후는 점차 

감소하는 것으로 나타났다. 균주의 생육에 따른 pH의 변화는 8

시간째부터 산생성능이 높아지기 시작하여 배양 20시간째에 

가장 높은 산생성능을 보였으며 이후에는 일정한 수준을 유지

하였다. 이러한 결과는 Jeon (13)이 보고한 L. brevis BH-21이 

배양시간 28시간일 때 최대 증식을 나타내었다는 결과와 유사

하였으며, 20시간일 때 최대 산생성능을 보였다는 결과와는 일

치하였다. 또한 Cho 등(4)이 보고한 L. plantarum이 배양시간 

18시간일 때 생육과 산생성능이 우수하였다는 결과와는 다른 

것을 알 수 있었다. 이는 각 균주간의 특이성에 따른 결과라 

사료된다.

L. brevis HLJ59의 내산성

L. brevis HLJ59의 내산성을 조사한 결과는 Table 2와 같
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Fig. 3. Growth patterns of L. brevis HLJ59 in MRS medium with bile 
extract.
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Fig. 2. Growth patterns of L. brevis HLJ59 in MRS medium at 
various temperatures. 

Table 2. pH stability of L. brevis HLJ59 in MRS medium  

        pH
Time (min) 6.3 3.0 2.0 1.0

30 9.9×108 1.02×106 3.12×105 0

60 1.13×109 7.81×105 0 0

90 2.16×109 3.11×104 0 0

120 8.89×109 0 0 0

다. 분리균주의 내산성 측정을 위한 대조구로서 pH를 6.3으로 

보정한 MRS 액체배지에서 120분간 배양하였을 때 배양시간

이 경과함에 따라 균체수는 배양초기와 비교시 약 11% 증가하

는 것을 알 수 있었다. 하지만 pH를 3.0, 2.0 및 1.0으로 보정

한 MRS 액체배지에서 120분간 배양하였을 경우에는 배양시

간이 경과함에 따라 균체수는 감소하는 것을 확인 할 수 있었

으며, MRS 액체배지의 pH를 3.0으로 보정한 경우 90분이 경

과하였을 때 배양초기와 비교시 약 99% 감소하였으며, pH를 

2.0으로 보정한 경우 30분이 경과하였을 때 배양초기와 비교시 

약 99% 감소하는 것을 알 수 있었다.

이러한 결과는 pH가 낮아질수록 균 자체의 안정성 또한 낮

아지는 것을 보여주며, 인체내에서 젖산균이 기능을 발휘하기 

위해서는 pH 3.0 이하의 낮은 pH 조건의 위장관을 통과하여 

소장내로 도달하여 생존하여야 한다(1). 그러나 공복시 위내는 

pH 2.0 이하의 강산성 이지만 음식물 섭취 후 침과 음식으로 

인해 희석되므로 균의 생존율은 보다 높아 질 것으로 추정된다

고 하였다(23). 하지만 분리 균주의 pH에 대한 안정성을 높여

주기 위한 조건들에 대해서는 좀 더 검토할 필요가 있다고 사

료된다.

L. brevis HLJ59의 내담즙성

분리된 균주를 담즙산에 대한 내성을 측정하기 위하여 담즙

을 0.3~1.0%로 첨가하였을 때 생존율을 조사한 결과는 Fig. 3

과 같다. 그 결과 담즙을 첨가하지 않은 대조구와 비교하였을 

때 배양 15시간 전까지는 첨가구 모두에서 생육에 저해를 받

았으나, 담즙에 대한 적응기간을 거친 15시간 이후부터는 오히

려 대조구 보다도 생육이 더 활발하게 일어남을 알 수 있었다. 

이는 L. brevis HLJ59 균주가 담즙을 생육에 필요한 인자로 이

용한 것으로 사료되며, 이러한 담즙산은 십이지장을 통해서 분

비되는 물질로 세균의 성장을 억제하는 기능을 지니고 있고, 

특히 장내 세균이 아닌 경우에는 담즙산이 함유된 배지에서는 

자랄 수 없다고 알려져 있다(4, 11). 그러나 Park (21)의 보고

에 따르면 대부분의 Bifidobacterium과 Lactobacillus는 비교적 

담즙산에 약하였으나 몇 종류의 균주는 강한 담즙산 내성을 보

인다고 하였으며, Lactobacillus의 경우 균종간의 차이보다는 

각 균주별 내성 능력의 차이에 기인된 것이라 보고하였다. 이

러한 결과를 바탕으로 향후 답즙산에 내성능을 가지고 있는  

L. brevis HLJ59를 probiotics로 활용하는 측면에서 볼 때 매우 

우수한 균주라 판단된다.

L. brevis HLJ59의 항생제 내성

항생제는 내성 자체로서 치료의 어려움뿐만 아니라 질병의 

치료에 대한 항생제의 선택과 적절한 항생제 사용에 대한 어려

움을 야기하게 되어 문제가 될 수 있다(23). 이처럼 치료 목적으

로 사용된 항생제에 의해서 probiotics 균주가 사멸될 경우 생체 

내에서의 기능성이 낮아지게 되는데, 이러한 측면에서 항생제에 

대한 내성은 매우 중요한 요소로 인식되고 있는 실정이다(16).

각종 항생제에 대한 감수성의 조사 결과 Fig. 4와 같이 

aminoglycosides계의 amikacin (30 μg), gentamycin (10 μg), 

neomycin (30 μg), streptomycin (10 μg)에 감수성을 보였고, 

kanamycin (30 μg)은 약간의 감수성을 보였으며, cephalo-

sporin계의 cefmetazole (30 μg), cephalothin (30 μg), β-lactam 

penicillins계의 ampicillin (10 μg), ticarcillin (75 μg), sulbac-

tam+ampicillin (20 μg), β-lactam+β-lactamase inhibitor 복합

계의 amoxicillin+clavulanic acid (AMC, 30 μg), tetracyclines

계의 tetracycline (30 μg) 및 기타 sulfamethoxazole+trime 

thoprim (SXT, 23.75 μg/1.25 μg)에 대하여 감수성을 나타내

었다. 한편 cephalosporin계의 cefoxatin (30 μg), ceftnaxone 

(30 μg), penicillin계의 penicillin (10 units), quinolones계 

ciprofloxacin (5 μg), nalidixic acid (30 μg), lincosamid계의 

lincomycin (2 μg) 및 기타 chloramphenicol (30 μg)에 대해서
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Fig. 4. Antibiotics susceptibility of L. brevis HLJ59. 
(AN, Amikacin; AMC, Amoxicillin+Clavulanic acid; AM, Ampicillin; CMZ, Cefmetazole; FOX, Cefoxatin; CRO, Ceftnaxone; CF, Cephalothin; 
C, Chloramphenicol; CIP, Ci-profloxacin; GM, Gentamycin; K, Kanamycin; L, Lincomycin; NA, Nalidixic acid; N, Neomycin; P, Penicillin; S, 
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는 내성을 가지고 있음을 확인하였다. 이러한 결과는 Kang 

(16)에 따르면 Lactobacillus는 사람과 동물의 소화관 등에 많

이 서식하는 미생물로서, 대표적인 전통발효식품 중에 하나인 

김치내의 항생제 내성 Lactobacillus가 내성 운반수단으로 작

용하고, 장내 세균군에 내성 유전자를 전달할 수 있는 저장고

로 기능할 가능성이 있다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서 

분리한 L. brevis HLJ59 균주 또한 Lactobacillus 속의 균주로

서 항생제에 대한 내성이 장내 세균군으로 전이될 가능성이 있

으므로 이에 대한 실험이 필요하다 생각된다. 또한, 항생제 오․
남용으로 인해 발생하는 장내 젖산균 활동이 저해되어, 향후 

젖산균을 probiotics로 사용하기 위한 균주 선택에 있어 중요한 

기초자료가 될 수 있을 것이다.

이러한 결과를 바탕으로 L. brevis HLJ59 균주를 이용한 항

고혈압 활성이 뛰어난 요쿠르트, 발효음료, 발효김치 등의 다

양한 발효 식품으로의 접근 가능성과 현재 연구 중인 마 활용

성을 증대시키기 위한 발효마의 개발을 통한 기능성 마 첨가 

발효유 등에 본 균주가 활용될 수 있고, 현재 이에 대한 실험

이 진행 중에 있다. 또한 본 연구에서 분리된 L. brevis HLJ59 

균주의 특성을 이용하여 향후 발효유 제조에 사용되고 있는 수

입 균주의 대체 또한 가능하리라 판단된다. 

적요

본 연구는 우리나라 전통 발효식품인 장류, 김치류 및 젓갈

류로부터 angiotensin converting enzyme 저해활성이 우수한 

젖산균을 분리하고자 하였다. 젖산균을 분리하기 위한 선택배

지로서 bromocresol purple (BCP) 한천배지를 사용하여 1차적

으로 젖산균을 분리하였으며, 그 중 angiotensin converting 

enzyme 저해활성이 우수한 균주를 최종 선발하였다. 분리된 

젖산균을 16S rRNA 유전자 염기서열 분석으로 동정한 결과 

Lactobacillus brevis ATCC 14869T와 99.7%의 유사도를 나타

냄에 따라 L. brevis HLJ59로 명명하였다. 

L. brevis HLJ59는 내산성의 경우 pH가 2.0, 3.0으로 보정

된 DeMan Rogosa Sharpe 액체배지에서 접종 후 각각 90분, 

30분이 경과하였을 때 배양초기와 비교 시 약 99% 감소하는 결

과를 보였으나, 담즙산(Bile extract)의 경우 1% 첨가 시에도 생

육에 저해를 받지 않는 것으로 조사되어 L. brevis HLJ59 균주

는 담즙산에 대한 내성이 우수한 균주임을 확인하였다. 

항생제 내성의 경우 20종의 항생제를 paper disc법으로 조

사한 결과 본 균주는 cephalosporin계의 cefoxatin (30 μg), 

ceftnaxone (30 μg), penicillin계의 penicillin (10 units), quino-

lones계 cprofloxacin (5 μg), nalidixic acid (30 μg), lincosa-

mid계의 lincomycin (2 μg) 및 기타 chloramphenicol (30 μg)

에 대해서는 내성을 가지고 있음을 확인하였다.
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