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Candida albicans is an important human pathogen that causes systemic infections, predominantly among population 
with weakened immune system. Cell wall structures of C. albicans are important to adhere to host tissue and evade to 
host immune system. Among cell wall structure, the outermost fibrillar layer of C. albicans is of interest since it may 
play important roles in antigenicity, phagocytosis, and adherence. The expression of virulent factors could be affected 
by the growth conditions. The dynamic nature of the cell surface alters the physical properties of the fungal interface 
with host cells and thereby influences adhesion to the host and recognition by components of the host immune system. 
In this study, we investigated the effects of culture conditions on cell surface fibril expression of C. albicans by a 
transmitting electron microscopy and SDS-PAGE. The protein fibril of C. albicans was expressed in the presence of 
whole serum, however, the fibril expression was decreased in 25% serum and serum containing 1% glucose. Also, germ 
tube can be induced by serum, RMPI medium, N-acetyl glucosamine, and 39℃ culture condition, hence, the fibrillar 
structure of C. albicans was detected only in serum-induced germ tube. The expression of fibril layer and the major 
fibril proteins of 66, 47, 30 kDa were reduced as increasing cell concentration of intial inoculum from 2×107 cells/ml to 
8×107 cells/ml. The fibrillar layer of C. albicans was expressed in serum early within 10 min, and the thickness of fibril 
layer was increased according to the increase of culture time. When the fibrillar proteins were analysed by SDS-PAGE, 
major protein of 30 kDa was maintained continuously during over night culture although expression of the other 
proteins were various. These results suggest that expression of serum induced protein fibril is influenced by culture 
conditions and is not related to hyphal transition of C. albicans. 
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서  론 

 
Candida albicans는 정상균총으로 존재하고 일반적으로 

질병을 유발하지 않으나, 면역저하된 사람에게는 치명적

인 전신증상을 일으킬 수 있다 (22). 이러한 칸디다증은 
AIDS, 장기이식, 면역저하자, 노년인구의 증가 등으로 
지속적으로 문제가 되고 있다 (9,25). 칸디다균의 주요 
병독인자로 adhesin, 가수분해효소, 발아관 형성, 세포소

수성, 균막형성능 등이 알려져 있으며 (1,6,8,20,21), 이들 
병독인자들은 복합적으로 작용하여 질병을 유발한다. 칸
디다균이 질병을 유발하기 위해서는 첫째로 숙주세포에 
부착해야 하고, 이어서 가수분해효소에 의한 조직침습

을 통하여 숙주 내로 들어가야 하고 숙주 내에서 생존
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해야 한다 (1). 
칸디다균의 구조물 중 세포표면 물질은 숙주세포, 카

테터에의 부착뿐만 아니라 숙주 내에서의 생존에도 중

요한 역할을 한다. C. albicans의 세포표면 물질로 laminin 
receptor (28), compliment receptor (7), fibrolectin receptor (26), 
mannoprotein (14), chitin (19), hydrophobic protein (11) 등이 
보고되었으며 이들은 칸디다증 병인과정 중에서 숙주 조
직에 부착을 촉진하는 것으로 알려졌다. 이들 세포표면 
물질들은 칸디다균의 외부환경에 의해 발현이 조절될 수 
있으며 시험관 내에서 보다 숙주의 생체 내에서 높게 발
현된다고 알려져 있다 (10). 

칸디다균의 최외각 fibril 구조물은 항원성, 항탐식성, 
부착인자로서 중요한 의미가 있으며, 이 fibril 구조물 성
분이나 형태학적 구조도 배양 조건에 의하여 영향을 받
는다 (2,10). 본 연구자들은 숙주 내 환경과 유사한 혈청

에서 C. albicans를 배양하여 fibril 구조물의 발현 및 그 
성분의 변화를 보고한 바 있으나 (17), 혈청에 의해서는 
발아관도 유도된다. 따라서 본 연구에서는 다양한 조건

으로 유도된 발아관에서 단백 fibril이 발현되는 것을 조

사하였으며, 또한 다양한 배양 조건이 단백 fibril 발현에 
미치는 영향들을 조사하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 균주 및 배양 

C. albicans는 원주의과대학 미생물학교실에 보관중

인 C. albicans ATCC 10231을 발아관 실험, fibril 발현실

험에 사용하였으며, 실험에 사용하기 전에 균을 실온에

서 YEPD 배지 (1% yeast extract, 2% glucose, 2% peptone)
에 하룻밤 미리 배양한 후 원심 분리 (2000×g, 15분)로 
균을 수거하고 멸균된 인산완충액 (100 mM phosphate 
buffer, saline, pH 7.4)로 3회 세척하여 사용하였다. 

2. 세포농도의 측정 

C. albicans의 세포농도는 YEPD 배지에서 하룻밤 배양

한 것을 인산완충액으로 세척하여 혈구계수기를 이용하

여 균수를 측정한 후 시험배지에 세포농도가 1×107 ~ 16
×107 cells/ml가 되도록 접종하여 각 실험에 사용하였다. 

3. 발아관 형성실험 

C. albicans의 발아관 형성을 위하여 C. albicans ATCC 

10231을 25℃ YEPD에서 하루 배양한 후 인산완충액으

로 세척하고 세포농도를 2×107 cells/ml 이하로 맞추어 
토끼혈청, YEPD, RPMI 배지, N-acetyl glucosamine 배지

에 접종하여 2시간 동안 배양하여 발아관 형성을 조사하

였다. 

4. Fibril 형성 

Fibril 구조물 발현을 위해 균을 토끼혈청에서 2시간 
동안 진탕 배양하였다. 배양 후 균을 4℃에서 원심 분리 
(2000×g, 15분)로 수거하고 냉각된 인산완충액으로 두 번 
세척한 후 fibril 구조 관찰과 fibril 단백발현을 위한 시료

로 사용하였다. 

5. 투과 전자현미경 

전자현미경의 표본제작은 Methods for general and 
molecular bacteriology 방법 (3)에 따라 제작하였다. 칸디

다균을 4℃ 인산완충액으로 세척한 후 pH 7.4의 인산완

충액으로 조정된 2.5% glutaraldehyde 용액으로 4℃에서 
24시간 전 고정시키고, 동일한 glutaraldehyde 용액으로 
세척 후 2% OsO4 용액으로 90분간 후 고정하였다. 이후 
에탄올 농도를 60% 에탄올에서 무수 에탄올까지 순차적

으로 각각 10분씩 처리하여 탈수시킨 후 propylene oxide
로 치환하고 epon 혼합액에 포매하였다. 다이아몬드 나

이프를 사용하여 epon block을 ultramicrotome (Sorvall MT-
5000; DuPont, Boston, MA, USA)으로 50~60 nm 두께로 
초박절하고 uranyl acetate와 lead citrate로 30분간 이중 염
색한 후, 투과 전자현미경 (JEM-1200EXII, JEOL, Japan)
으로 세포표면의 구조를 관찰하였다. 

6. 세포벽 처리 

원침된 칸디다균 100 μl을 인산완충액 440 μl로 희석하

고 여기에 lyticase (1250 unit/ml)를 60 μl 넣어 25℃에서 2
시간 동안 반응시킨 후 5000×g에서 10분간 원심 분리

하여 침전물과 상등액을 얻었다. 침전물은 형태 분석에 
사용하였고, 상층액은 에탄올을 90%되게 첨가하여 단백

질을 회수하여 단백 분석에 사용하였다. 

7. 세포벽 단백 분석 

위에서 분리된 단백질을 Bradford 방법 (4)으로 정량하

였으며, 전기영동하려는 시료와 sample buffer (1% SDS, 
5% β-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue, 10% glycerol, 
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1.25 M Tris-HCl, pH 6.8)를 동량의 비율로 섞은 후 100℃
에서 2분간 전 처리하여 시료로 사용하였다. SDS-PAGE
는 Laemmli의 방법 (18)으로 slab gel을 사용하는 vertical 
electophoresis unit (SE 600, Hoefer Scientific Instruments, San 
Francisco, CA, USA)를 사용하였다. 10~15%의 polyacryla- 
mide gel을 사용하여 전류가 닿는 slab gel의 상위 표면적 
1 cm2 당 3 mA의 전류를 흘려 전기영동하고, 완충 용

액으로 tris-glycine buffer (pH 8.3)를 사용하였다. 염색은 
Coomassie briliant blue G-250 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).
으로 염색한 후 메탄올과 acetic acid 혼합 용액으로 탈색

하여 단백 밴드를 확인하였다. 
 

결  과 

1. Fibril 발현에 미치는 혈청 및 포도당의 영향 

C. albicans의 최외각 구조를 관찰하기 위하여 C. 

albicans를 YEPD와 토끼혈청에서 2시간 배양한 후 전자

현미경으로 관찰한 결과, YEPD에서 배양한 세포에서는 
fibril 층을 관찰할 수 없었으나, 토끼혈청에 배양한 세포

의 최외각에서는 100~150 nm 두께의 fibril 발현을 볼 수 
있었다 (Fig. 1). 또한 C. albicans의 단백 fibril 발현에 미
치는 혈청 및 포도당의 영향을 조사하기 위하여 토끼혈

청에 포도당이 1%가 되도록 첨가하고 C. albicans를 2×
107 cells/ml의 농도로 맞추어 37℃에서 2시간 배양하였을 
때 세포표면을 전자현미경으로 관찰하였다. 토끼혈청에 
의한 단백 fibril 구조의 발현이 혈청을 증류수로 4배 희

석하여 배양한 C. albicans에서는 발현이 억제되었으며, 
혈청에 포도당을 1% 첨가한 C. albicans에서도 단백 fibril 
발현이 억제되었다 (Fig. 2). 

2. 다양한 조건으로 유도한 발아관에서의 fibril 발현 

발아관는 혈청에 의하여 유도되며 혈청 이외에도 39℃ 
온도, RMPI 배지, N-acetyl glucosamine에 의해서도 유도될 
수 있다 (12). 본 실험에서는 혈청에서 유도되는 단백 
fibril이 발아관 형성시 발현되는 것인지 또는 발아관과 
상관없이 혈청에 의해 발현되는 것을 조사하기 위하여 
다양한 조건에서 발아관을 형성시켜 전자현미경으로 표
면구조를 관찰하였다. 혈청에 의해 유도된 발아관에서

만 단백 fibril이 발현되었으며, RPMI 배지 및 N-acetyl 

A B 

Figure 1. Electron micrographs of the fibrillar layer of C. 
albicans. A, C. albicans was grown in YEPD at 37℃ for 2h; B, 
C. albicans was grown in rabbit serum at 37℃ for 2h. Initial cell
concentration was 2×107 cells/ml. 

Figure 2. Effect of glucose and serum on the expression of 
fibrillar layer in C. albicans. C. albicans was grown at 37℃ for 
2h in whole serum, 25% serum, and serum containing 1% glucose.
Initial cell concentration was 2×107 cells/ml. 

A B 

C D 

Figure 3. Expression of fibrillar layer of C. albicans in various 
germ tubes. Germ tube was induced for 2h by serum (A), 39℃
(B), RPMI medium (C), and N-acetyl glucosamine (D). Initial cell 
concentration was 2×107 cells/ml. 
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glucosamine 첨가에 의해 유도되거나 39℃ 배양으로 얻어

진 발아관에서는 단백 fibril이 관찰되지 않았다 (Fig. 3). 

3. 세포농도에 따른 단백 fibril 발현 

세포의 농도는 발아관 형성뿐만 아니라 세포표면 소

수성 및 최외각의 fibril 구조에도 영향을 미친다 (16,17). 
C. albicans의 혈청배양시 세포농도에 따른 fibril 단백의 
발현을 알아보기 위하여 C. albicans를 2×107 ~ 16×107 
cells/ml의 농도로 맞추어 혈청배양한 후 C. albicans의 세
포표면 단백질을 lyticase로 처리하여 SDS-PAGE로 분석

하였다. Fibril 구조물을 전자현미경으로 관찰한 결과, 혈
청에서 유도되는 fibril 구조물은 2×107 cells/ml 이하의 
세포농도에서 잘 발현되었으나, 4×107 cells/ml 이상의 농
도에서 억제되기 시작하여 8×107 이상의 농도에서는 거
의 억제되었다. C. albicans 표면의 fibril 단백발현을 조사

하기 위하여 세포를 lyticase를 처리하여 SDS-PAGE로 분
석한 결과 66, 47, 30 kDa이 주요 fibril 단백이었으며 혈
청에서 유도되는 세포표면 단백들은 세포가 증가할수록 
단백발현이 감소되었으며 16×107 cells/ml의 농도에서는 

완전히 억제되었다 (Fig. 4). 

4. 배양시간에 따른 fibril 발현 

혈청으로 유도되는 C. albicans의 fibril을 배양시간에 따
른 변화를 관찰하기 위하여 C. albicans를 2×107 cells/ml 
세포농도로 조정하여 37℃에서 배양하면서 시간별로 세
포를 수거하여 전자현미경과 SDS-PAGE로 fibril 발현을 
분석하였다. 전자현미경 관찰 결과 fibril 발현은 배양 10
분부터 발현되기 시작하였으며, C. albicans를 lyticase로 
처리하여 fibril 층의 단백발현 양상 및 배양시간에 따른 
fibril 단백의 변화 15% SDS-PAGE로 분석한 결과, 혈청에 
의해 발현되는 66, 47, 30 kDa 주요 단백들 중 66 kDa 단
백은 배양 10분부터 발현되어 점차 감소되었으며, 47 kDa 
단백은 배양 1시간부터 발현되기 시작하여 계속 유지되

었다. 반면에 30 kDa 단백은 배양 10분부터 2시간까지 

B 

A 

Figure 4. Effect of cell concentration on the expression of fibril
of C. albicans. A, Electron micrographs of the fibrillar layer of C. 
albicans cultured at each cell concentration for 2h. B, SDS-PAGE 
analysis of fibril protein obtained by lyticase treatment. 

B 

A 

Figure 5. Effect of culture time on the expression of fibril of C. 
albicans. A, Electron micrographs of the fibril layer of C. albicans
cultured at each culture time; B, SDS-PAGE analysis of fibril 
protein obtained by lyticase treatment. 

B 

A 
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발현 양상에 변화가 없었다 (Fig. 5). 
 

고  찰 

 
C. albicans의 세포표면 구조물은 숙주세포에의 부착 

및 숙주 내에서의 생존에 영향을 미친다 (27). 칸디다균의 
fibril 층은 주로 당 성분으로 되어 있어 일반적인 전자현

미경 고정과 염색법으로는 잘 관찰되지 않는다. 따라서 
당 성분에 변형을 주지 않거나 염색이 가능한 ultrarapid-
cryofixation (24), 혹은 망간 염색법 (13) 등 특수 염색으로 
fibril 구조를 관찰할 수 있다. 그러나 혈청에 의해 발현

되는 단백 fibril은 일반적인 전자현미경 고정 및 염색법

으로 관찰된다 (17). 당 구조를 가진 fibril 구조는 배양

하는 배지 성분으로 발현 유도가 가능한데, galactose나 
sucrose 등을 첨가한 배지나 세포배양배지인 M-199에서 
배양하면 fibril 층이 생성되고 상피세포 부착능력도 증가

한다 (5,15). 본 연구자들은 혈청에서 C. albicans를 배양

하여 일반적인 시료 고정과 염색법으로도 fibril 구조물을 
관찰할 수 있었으며 이들 fibril의 주성분은 단백질이라고 
보고하였다 (17). 

혈청배양 조건은 발아관을 유도하는 조건이다. 즉 혈
청배양하면 발아관과 일반 전자현미경 염색법으로 관찰 
가능한 단백 fibril이 같이 유도된다. 그러므로 혈청에 의
해 유도되는 단백 fibril이 발아관과 관련 있는지를 조

사하기 위해 다양한 조건으로 발아관을 유도한 후 단백 
fibril을 조사하였다. 본 연구에서 C. albicans 세포벽의 
fibril 층은 혈청에서 배양할 때에만 관찰되었으며 (Fig. 1), 
혈청을 희석하였을 때나 혈청에 포도당을 첨가하였을 때 
단백 fibril의 발현이 억제되었다 (Fig. 2). 또한 혈청 이외

의 N-acetyl glucosamine 첨가나 RPMI 배지로 배양한 경

우와 39℃에서 균을 배양하여 유도한 발아관에서는 fibril 
층이 관찰되지 않았다 (Fig. 3). 발아관 형성은 혈청, N-
acetyl glucosamine, 세포농도, 포도당 제한 등, 여러 가지 
조건에 영향을 받는데 (23), 본 실험의 결과로 칸디다균

의 단백 fibril은 발아관 구조와는 관계없이 혈청에 의해

서만 발현됨을 보여준다. 
단백 fibril의 생성은 초기 세포농도가 4×107 cells/ml 이

상의 농도에서 억제되었으며 (Fig. 4) 세포벽을 lyticase 처
리하여 SDS-PAGE로 분석한 결과, 세포농도에 따라 단백

질 band의 강도가 점차 감소하였다. 혈청에 의해 유도되

는 주요fibril 단백 66, 47, 30 kDa은 발현시간 및 발현유

지 시간이 각각 달랐다 (Fig. 5). 이러한 결과는 혈청에 
의해 유도되는 단백 fibril이 C. albicans 감염 초기에 중요

한 역할을 할 것으로 생각할 수 있으며, 앞으로 생체 내
에서 발현되는 병독인자에 대한 진전된 연구가 필요할 
것으로 사료된다. 더욱이 세포표면 물질은 부착 및 숙주 
내에서의 생존에도 중요한 기능을 보임으로서 숙주 내 
감염환경과 유사한 혈청 내 배양으로 유도된 fibril 단백

의 역할에 대한 연구는 칸디다균의 병인 연구에 반드시 
필요할 것으로 생각된다. 
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