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 The purpose of this study is to investigate the correlation of cell surface hydrophobicity

(CSH) and biofilm formation or adhesion in Candida albicans (C. albicans) and several

pathogenic bacteria. All of C. albicans (n=82) and 7 bacterial species (Escherichia coli,

n=25; Klebsiella pneumoniae, n=33; Morganella morganii, n=21; Proteus mirabilis,

n=33; Proteus vulgaris, n=12; Pseudomonas aeruginosa, n=31; Staphylococcus

aureus, n=31) were isolated clinically. CSH was quantified with microbial adhesion

to hydrocarbons. Biofilm formation was determined by tetrazolium salt reduction

assay. Adhesion assay was performed by counting colonies after culture the microbes

adhered to HeLa cells. Although high CSH-expressing bacterial species showed greater

adherence to HeLa cells and larger amounts of biofilm formation on polystyrene, 

the significant relationships within same species were not shown. In C. albicans, 

however, strong positive correlations were observed between CSH and biofilm

formation (r=0.708; p < 0.05) or cell adhesion (r=0.509; p < 0.05). These results

suggest that hydrophobic force of bacteria may play a minor role in adhesion and 

biofilm formation, but CSH of C. albicans may be an important factor for adherence

on surface and biofilm forming process. 

Key Words: Cell surface hydrophobicity, Biofilm formation, Cell adhesion, Candida 
albicans 

 

INTRODUCTION 

Biofilm은 미생물이 생체조직이나 비생물체의 표면에 부착하고 증식하여 3차원적인 구조

를 가지게 된 미생물의 군집으로 질병 유발에 중요한 역할을 한다 (1). 

 

Candida albicans (C. albicans)는 자연환경에서 자유롭게 떠있는 상태보다는 세포 외

물질들의 표면에 고착하여 biofilm 형태로 존재한다 (2, 3). C. albicans의 biofilm 생성은

외부 기질에 균이 부착하여 일어난다. 여러 단계를 거처 성숙한 C. albicans의 biofilm은

yeast 형태의 얇은 층과 hyphae와 pseudohyphae 형태가 그물처럼 얽혀 이루어져 있으

며 그 바깥 부분에 세포 외 물질 층이 존재한다 (4). 생체 내에 형성되는 biofilm은 칸디

다증 성립과 그 발전과정에서 결정적인 역할을 하며 카테터, 삽입 보철물 등의 의학적 처

치 기구에 형성되는 biofilm도 칸디다증 감염원으로서 중요한 의미를 가진다 (5~7). 

 

세균의 biofilm 형성은 세균의 증식과 거주를 보장 받는 생존 기전이다. 세균이 biofilm을

형성함으로써 biofilm 내에서 세균의 저항에 유리한 형태로의 표현형을 변화시키고, 세포

외 고분자 또는 효소 변형에 의한 항생제의 불화성화, 영양소 제한에 의한 성장 속도를 늦

춤으로 해서 외부의 여러 스트레스에 대응 또는 저항할 수 있다 (8, 9). 
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한편 미생물의 표면 부착에는, 브라운 운동, 반데르 발스 인력, 중력 및 표면 정전하, 세포 표면 소수성(cell surface hydrophobicity, CSH)

을 포함하는 다수의 요인이 작용한다 (10, 11). 균 종마다 각기 다른 세포 표면 소수성을 갖는데 세균의 세포 표면 소수성은 그들이 가

지고 있는 여러 세포 성분, 예를 들면 lipoteichoic acid, 외부 막 단백질 및 지질, 핵심 올리고당의 조성에 큰 영향을 받으며 미생물 생

존의 외부환경 즉 배지의 성분, 배양 온도 및 세균의 연령 등에 따라 변화한다 (12, 13). 

 

본 연구에서는 C. albicans와 수종의 병원성 세균을 대상으로 CSH와 biofilm 형성 및 상피세포에의 부착능과의 상관관계를 조사하여 이

들 사이의 연관성을 밝히고자 하였다. 

MATERIALS AND METHODS 

실험 균주 및 균주 배양 

연세대학교 원주세브란스기독병원으로 1996-1999년 사이에 내원한 환자 표본에서 분리, 동정하여 보관한 C. albicans (n=82), Escherichia 

coli (E. coli, n=25), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae, n=33), Morganella morganii (M. morganii, n=21), Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa, n=31), Proteus mirabilis (P. mirabilis, n=33), Proteus vulgaris (P. vulgaris, n=12), Staphylococcus 

aureus (S. aureus, n=31)를 이용하여 연구를 수행하였다. 

 

C. albicans는 Sabouraud's dextrose (SD, Becton Dickinson, Spark, MD, USA) 한천 배지에 접종하여 30℃에서 18시간 동안 배양하였

다. E. coli, K. pneumoniae, M. morganii, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. vulgaris, S. aureus는 trypticase soy 한천 배지(TSA, Becton 

Dickinson)에 접종하여 37℃에서 18시간 동안 배양하였다. 

Biofilm 생성 

Ramage 등 (14)의 방법을 변형하여 이용하였다. C. albicans는 50 mM glucose가 포함된 yeast nitrogen base (YNB, Becton Dickinson) 

배지에 접종하여 30℃에서 140 rpm으로 18시간 진탕 배양하였다. E. coli, K. pneumoniae, M. morganii, P. aeruginosa, P. mirabilis, P. 

vulgaris, S. aureus는 trypticase soy 액체 배지(TSB, Becton Dickinson)에 접종하여 37℃에서 18시간 동안 배양하였다. 균 배양액을 원

심 분리하여 인산완충용액(phosphate buffered saline; PBS, Life Technologies, Grand Island, NY, USA)으로 세 번 세척하였다. C. albicans

와 각각의 세균을 OD600 값 0.1로 맞추어 100 mM glucose가 포함된 YNB 배지로 희석하여 96-well microplate (Costar, Cambridge, 

MA, UAS)에 100 μl 접종하여 37℃, 75 rpm으로 1시간 30분 배양한 후 plate에 약하게 붙은 균을 PBS로 세척하여 제거하였다. 각 well

에 각각의 균에 맞는 배지를 200 μl 첨가하여 75 rpm으로 72시간 배양하였다. 미부착균을 PBS 세척으로 제거한 후 각 well마다 XTT 

(1 mg/ml, Sigma, St. Louis, MO, USA), Menadione (0.4 mM, Sigma) 5:1 혼합액을 200 μl씩 처리하여 빛이 차단하고 37℃에서 3시간 

반응시켜 microplate reader (Emax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

세포 표면 소수성(cell surface hydrophobicity, CSH) 

CSH 측정은 MATH (microbial adhesion to hydrocarbons) 방법을 이용하였다 (15). 먼저 SD 한천 배지에 자란 C. albicans를 yeast 

peptone dextrose (YPD, Becton Dickinson) 배지에 접종하고 각 세균은 TSB에 접종하여 37℃에서 배양하였다. 배양 18시간 후 C. albicans

와 7종의 세균을 원심 분리하여 회수하고 PBS로 3회 세척하였다. PBS로 3 ml의 균 부유액을 만들고 0.8 ml의 n-hexane (Sigma)을 넣

어 vortex mixer로 약 90초 동안 진탕하여 혼합하였다. 상층의 hydrocarbon phase로 이동된 세포를 제거하고, 아래층의 균 부유액의 

흡광도(600 nm, spectrophotometer, Biochrom, Cambridge, UK)를 n-hexane을 처치하지 않은 대조군의 흡광도와 비교함으로써 아래

의 공식에 따라 relative CSH를 산출, 측정하였다. 

 

 

 

Relative CSH = 
(OD600 of Controls) - (OD600 of Treated Cells) 

 

x 100 
OD600 of Controls 
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Polystyrene 표면 부착 

C. albicans를 glucose가 첨가된 YNB 배지로 30℃에서 18시간 진탕 배양한 후 PBS로 세 번 세척하여 OD600 값 0.1로 조정하여 접종

액으로 사용하였다. 초기 부착을 관찰하기 위하여 위의 접종액을 24-well plate (Costar)에 1 ml 적용하여 37℃에서 75 rpm으로 90분 

배양 후 PBS로 미부착 균을 제거하고 현미경으로 관찰하였다. 그리고 C. albicans의 biofilm 형성 중 구조변화를 살펴보기 위하여 초기 

부착 후 glucose-YNB 배지를 첨가하여 24시간 더 배양하면서 위상차 현미경 (IX71, Olympus, Tokyo, Japan)으로 biofilm을 관찰하였다. 

세포 및 세포 배양 

미생물의 상피세포 부착을 확인하기 위해 사용된 HeLa 세포는 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, Logan, UT, USA), 100 U/ml 

penicillin 및 100 μg/ml streptomycin (Life Technologies)이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, Life Technologies)

으로 5% CO2, 37℃ 상태의 습윤 항온 배양기에서 단층 배양하였다. 

상피세포 부착 

SD 한천 배지에서 자란 C. albicans를 1% glucose가 포함된 YNB (Becton Dickinson) 배지에 접종하여 30℃에서 18시간 동안 배양하

였다. 각 7종의 세균은 TSB에 접종하여 37℃에서 18시간 동안 배양하였다. 배양된 균을 차가운 PBS로 두 번 세척하였다. 상피세포주로 

HeLa 세포(1.5 x 10
4
 cells / well)를 10% FBS가 포함된 DMEM 배지로 24-well plate (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA)에 단 세포층이 

될 때까지 배양한 후 미부착 세포는 PBS로 제거하고 FBS와 항생제가 첨가되지 않은 DMEM 배지를 1 ml씩 첨가한다. 각 well에 2 x 10
6

개의 C. albicans나 1 x 10
8
개의 각 균을 접종하고 3시간 동안 배양하였다. PBS로 3번 세척하여 미부착 미생물을 제거하였다. 상피세포

에 부착된 C. albicans와 세균은 0.5% TritonX-100 (Sigma 을 1 ml을 처리하고 ice에서 10분간 놓아 상피세포를 제거하여 수거하였다. 

부착되었던 C. albicans와 세균을 각 배지에 적절히 희석하여 SD 한천 배지와 TSA에 접종하고 37℃에서 18시간 배양하여 자란 집락수

를 세었다. 

통계처리 

모든 실험은 세 번씩 수행하여 결과를 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 통계 분석은 SPSS software (Version 18.0, SPSS Inc, Chicago, 

IL, USA)를 이용하여 수행하였고, 세포 표면 소수성과 biofilm 형성이나 상피세포 부착과의 상관관계는 Spearman's rank correlation을 

이용하였다. 통계적 유의성은 p값 <0.05로 하였다. 

RESULTS AND DISCUSSION 

미생물이 부착하고 이후 biofilm을 형성하는 것은 병원성을 나타내는 매우 중요한 요건이다. 본 연구에서 진균으로 C. albicans, 그리고 

병원성 세균 7종을 대상으로 균체의 세포 표면 소수성과 biofilm 형성 및 상피세포에의 부착능을 측정하였다. 

 

대표적 병원성 진균인 C. albicans 82주를 사용하여 세포 표면 소수성, biofilm 형성 및 상피세포 부착능을 측정하였고 세포 표면 소수성

과 다른 각각 특성과의 상관관계를 분석하였다. C. albicans의 세포 표면 소수성(0~100%), biofilm 형성을 측정한 흡광도(0.088~3.919), 

상피세포 부착능(10.5 × 10
4
~186 × 10

4
)은 분리된 C. albicans 균주마다 넓은 범위로 다양한 분포를 보였다. 세포 표면 소수성과 

biofilm 형성과의 연관성은 상관계수 0.708로 매우 높게 나타났으며 세포 표면 소수성과 상피세포 부착능도 역시 상관계수 0.509로 비

교적 높은 연관성을 보였다(Fig. 1). 

 

세포 표면 소수성이 C. albicnas의 초기 부착에 작용하는 기여도를 조사하고자 polystyrene 표면에 C. albicans를 90분 배양하고 표면에 

균의 부착 면적을 위상차 현미경하에서 관찰하였다. 낮은 세포 표면 소수성을 가진 C. albicans는 polystyrene 표면적에 약 10% 정도 

부착되어 있는 반면 높은 세포 표면 소수성을 가진 C. albicans는 약 40% 부착되어 있었다(Fig. 2A). 또한 높은 세포 표면 소수성을 띄

는 C. albicans가 빠른 시간 내에 보다 더 많은 수의 hyphae를 형성하고 그 길이도 길게 관찰되었다(Fig. 2B). 이런 결과는 C. albicans

의 세포 표면 소수성 특성이 생물체와 비생물체 표면의 부착에 큰 영향을 미치는 것으로 생각된다. 
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Figure 1. The relationship between relative CSH and biofilm formation (A) or cell adhesion (B) of 82 Candida albicans. A positive
correlation was found between relative CSH and biofilm formation (r=0.708; p < 0.05) or cell adhesion (r=0.509; p < 0.05). 

Figure 2. Identification of Candida albicans (C. albicans) adhesion with different CSH on phase-contrast microscope images. 
(A) Images of adhered C. albicans before and after washing were shown. (B) Morphological change of adhered C. albicans 
during incubation. 
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같은 방법으로 병원성 세균 7종을 대상으로 세포 표면 소수성과 biofilm 형성 및 상피세포 부착능을 측정하였고 세포 표면 소수성과 다

른 각각 특성과의 상관관계를 분석하였다. 여러 가지 세균 중에서 M. morganii의 세포 표면 소수성(74.31 ± 15.3%)과 biofilm 형성

(흡광도, 0.300 ± 0.059) 사이의 상관성이 가장 높았으나 상관계수는 0.406로 그 의미가 크지 않았고 나머지 세균들에서는 보다 더 낮

은 상관성을 나타내었다. 또한 세균의 세포 표면 소수성과 상피세포 부착과의 상관계수도 매우 낮아 모든 세균에서 그 연관성을 보이지 

않았다(Table 1, 2). 그러나 세균마다 각 균종이 나타내는 세포 표면 소수성과 측정된 biofilm 형성, 상피세포 부착능의 평균값과의 상관

계수는 각각 0.661, 0.648으로 유의한 상관성을 나타내었다(Fig. 3). 

 

세균의 세포 표면 소수성은 세포벽을 구성하는 lipoteichoic acid, lipid, LPS와 teichoic acid 등이 중요한 결정 요인으로 작용한다 (10, 

16). 그리고 세균의 부착 과정은 세균의 세포 표면 소수성이라는 특성 이외에도 다양한 요소가 함께 작용한다. 세포 표면분자들은 균 종

마다 포함되어 있는 구성 성분과 양이 다르므로 각 균종마다 각기 다른 세포 표면 소수성을 나타낸다. 이런 성분들 외에도 세균은 pili, 

flagella 및 fimbriae와 같은 세포 표면 구조들이 표면 부착 초기에 더욱 중요하게 작용한다고 알려져 있다 (17~ 19). 또한, 세균은 숙

주세포의 표면에 발현되어 있는 collagen, laminis, elastin 등의 여러 분자들을 직접 인지하여 부착할 수도 있다 (20, 21). 이런 결과는 

같은 균종 내 세균에서 변화하는 표면분자 발현으로 인한 세포 표면 소수성은 biofilm 형성과 숙주의 상피세포 부착능에는 거의 영향을 

미치지 않는 것으로 생각된다. 그러나 세균 각 균종의 고유한 표면분자에 의한 세포 표면 소수성은 biofilm 형성과 숙주의 상피세포 부

착능에 상당한 영향을 주어 그 상관성을 높이는 것으로 해석할 수 있다. 

 

한편 세균의 biofilm은 균체가 고체 표면에 부착하여 증식하면서 만들어 분비되는 세포 외 중합체(extracellular polymeric substances)  

Table 1. Relative CSH, biofilms biomass and adherence to HeLa cells of indicated bacteria 

Bacterial species 
CSH 
(%) 

Biofilm formation 
(OD490 nm) 

Adhesion to HeLa cells 
(1 × 10

5
 cfu/ml) 

K. pneumoniae (n=33) 50.00 ± 10.9 0.133 ± 0.072 166.6 ± 72.0 

E. coli (n=25) 57.02 ± 13.8 0.123 ± 0.021 159.0 ± 80.0 

P. aeruginosa (n=31) 66.70 ± 19.6 0.159 ± 0.033 183.0 ± 77.2 

M. morganii (n=21) 69.31 ± 15.3 0.300 ± 0.059 192.5 ± 30.8 

P. mirabilis (n=33) 75.10 ± 18.3 0.362 ± 0.056 285.5 ± 50.3 

P. vulgaris (n=12) 77.48 ± 18.8 0.420 ± 0.050 207.5 ± 27.0 

S. aureus (n=31) 98.70 ± 0.85 0.968 ± 0.262  966.0 ± 270.0 

*Values represent mean ± SD 

Table 2. Correlation between relative CSH and biofilm formation or adhesion in indicated bacteria 

Bacterial species 
Correlation coefficient (r) 

CSH & Biofilm formation CSH & Adhesion 

K. pneumoniae (n=33) 0.067 0.013 

E. coli (n=25) 0.037 - 0.082 

P. aeruginosa (n=31) 0.187 0.049 

M. morganii (n=21) 0.406 0.006 

P. mirabilis (n=33) 0.180 0.002 

P. vulgaris (n=12) 0.037 0.020 

S. aureus (n=31) 0.207 0.043 
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를 매개로 매트릭스 안에 형성하여 두터운 biofilm을 형성하게 된다 (22~ 25). 그러나 C. albicans의 biofilm 구조는 yeast 형태를 가진 

기저층과 hyphae, pseudohyphae 형태로 이루어진 구조가 서로 그물처럼 얽혀있는 3차원적인 구조를 하고 있으며 (26), hyphae 형성

은 위의 같은 구조의 biofilm을 만드는데 매우 중요하다. 또한 hyphae 형성은 세포 표면 소수성이 크면 더 많이 나타나게 된다. 이런 차

이가 C. albicans에서의 세포 표면 소수성이 biofilm 형성과 상피세포 부착에 세균과는 다르게 작용하는 요인이 될 수 있다. 

 

결론적으로 세균의 세포 표면 소수성은 상피세포 부착과 biofilm 형성에 유리하게 작용하지만 같은 세균의 균종 내에서는 그 영향의 차

이가 크지 않다. 그러나 C. albicans의 높은 세포 표면 소수성은 상피세포 부착과 biofilm 형성 과정에서 상당히 중요한 요소로 작용한다. 
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