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Ⅰ. 서 론

치수염 및 치주염 발병에 구강내 세균이 관여하는 것이 보

고됨에 따라1,2) 병인인자로서 주된 연구의 대상이 되어왔으

며 치수와 치주병변의 형성에서 호기성 및 혐기성 세균들이

중요한 역할을 할 것이라고 여겨지게 되었다3). 그러나 이에
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관련된 세균의 배양은 적당한 혐기적 배양기술이 개발되고

나서야 가능하게 되었으며 많은 치수질환 및 치주질환 병원

균을 더욱 정확하게 동정할 수 있게 되었다. 이에 힘입어 치

수와 치주질환의 발생과정에 관여하는 세균의 산물 및 독성

인자들의 분석이 뒤따르게 되었으며 이 인자들 중에서 특히

지질다당체, 효소 그리고 백혈구 독소 및 용혈소 등에 관한

연구가 중점적으로 이루어졌다. 이들의 역할은 치은의 세포

외 기질 파괴와 용해 뿐 아니라 섬유아세포, 다형핵 백혈구

그리고 림프구의 기능을 저해하는 것으로 알려져 있다4-6).

그러므로 이런 성분들이 가지고 있는 세균의 생물학적 활성

을 연구하는 것은 치주질환 및 치수질환의 잠재적 경로를

밝히는데 중요하다.

P. nigrescens는 그람음성의 편성 혐기성 간균으로서 치

은연하 치태와 근관에서 빈번히 검출된다. 이 세균은 구강

에서 특징적으로 발견되지만 전신에서 생기는 여러 농양과

혼합 혐기성 감염에서도 분리된다. 또한 치은염 및 심한 치

수질환과 치주질환이 생길 때 P. nigrescens의 세균수가 상

대적으로 증가한다고 보고된 바 있다7,8)

상주균이나 외부에서 침입하는 세균이 숙주 내에서 성장

하고 증식하기 위해서는 숙주 내의 철의 획득이 필수적인데

숙주 내에서 이용할 수 있는 철은 거의 모두 적혈구와 같은

세포 속에 존재한다. 이들 세포에 대한 세균의 용혈활성은

세균 성장 및 증식에 필요한 철의 획득을 증가시키는 작용

을 하는 것으로 보이며 기능면에서 볼 때 중요한 독력 인자

로 간주될 수 있다. 

일반적으로 박테리아의 외독소 (extracellular toxin)는

크게 단백질과 세포용해소 (cytolysin)로 나눌 수 있다. 이

중 세포용해소는 관찰하기 쉬운 적혈구의 용혈상에서 먼저

발견되어 용혈소 (hemolysin)라 불리어 왔으며 이들 중 일

부는 적혈구 이외의 세포에도 강한 독성을 나타낸다. 이들

을 실험동물에 투여하여 나타나는 소견으로 임상증세를 설

명할 수 있다. 용혈소는 작용기전에 따라 (1) 세포막의

phospholipid를 분해하는 phospholipase, (2) 세포막의

cholesterol에 부착하여 막의 투과성을 변화시키는 thiol-

activated cytolysin, (3) 세포막에 작용하는 detergent 작

용을 가진 세포용해소 및 그 작용기전을 알 수 없는 것들로

나눌 수 있다. 용혈소의 중요기능은 생체 혹은 시험관 내에

서 적혈구의 외막 성분인 인지질막을 파괴하여 헤모글로빈

을 방출시키는 것으로 보고되고 있다9,10).

세균 중에서는 Streptococcus species11), Escherichia

coli12), Serratia species13), Staphylococcus species14),

Actinobacillus pleuropneumoniae15), Porphyromonas

gingivalis16), Clostridium botulinum17), Listeria mono-

cytogenes18)와 Fusobacterium nucleatum19)등의 용혈활

성에 관한 연구가 보고되었다. P. nigrescens는 용혈현상을

나타내는 것으로 보고되었으나20), 용혈특성에 관한 연구는

거의 이루어져 있지 않다. 

따라서 본 연구는 괴사치수와 치근단 치주염을 가진 치아

의 치수에서 분리한 병원성세균인 P. nigrescens의 용혈특

성에 대해 연구함으로써 이 세균의 용혈기전을 밝히는데 도

움을 얻고자 하였다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. P. nigrescens의 분리 및 배양

근관치료를 위해 원광대학교 치과병원 보존과에 내원한

환자 중 최근 3개월 동안 항생제를 복용하지 않았으며 괴사

치수와 치근단 치주염을 가진 치아를 선택하여 치아를 퍼미

스로 세정하고 러버댐으로 격리한 후 치아, 러버댐 및 클램

프를 3% 과산화수소로 소독하였다. 근관와동을 형성하고

치수강을 개방 후, #15 paper point를 근관에 1분간 넣어

서 근관내 용액을 채취하였다. Paper point를 미리 환원시

킨 trypticase-soy broth (Difco Laboratories, Detroit,

MI, USA)가 든 tube에 넣은 후, vortexer로 혼합하고 5%

defibrinated sheep blood, 5 ㎍/㎖ hemin 및 0.5 ㎍/㎖

menadione이 첨가된 Brucella agar 배지 (BBL

Microbiology Systems, Cockeyscille, MD, USA)에 접종

하였다. 일차 배양은 85% N2, 10% H2, 5% CO2를 포함

한 혐기성 세균 배양기 (Coy Laboratory Products, MI,

USA)에서 8-15일간 37℃에서 배양시켰다. 

일차배양 시 형성된 black-pigmented colony들을 계대

배양하여 각각 special potency disk 검사, filter paper

spot 검사, PCR 및 API kit 검사를 통하여 P. nigrescens

로 동정된 세균을 분리하였다. 검사의 정확도를 높이기 위

해 표준균주인 P. nigrescens ATCC와 각 검사 결과를 비

교하여 동정하였다. 

2. 적혈구의 준비

사람의 적혈구는 혈액형이 A형인 사람의 정맥으로부터

채취하여 Alsever 용액과 동일한 양으로 섞어 4℃에서 보

관하여 사용하였으며, 면양 및 말의 혈액은 코리아 미디아

(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 적혈구는 항응

고 생리식염수로 세척 후, 원침 (1,500×g, 10분, 4℃) 하

였다. 세척한 적혈구는 혈구계산판을 이용하여 적혈구 수를

측정하고, 항응고 생리식염수 1 ㎖당 2 × 109의 적혈구 세

포의 농도로 조정하여 사용하였다. 

3. 용혈활성 측정

세균 배양액을 원심분리 (12,000 rpm, 15분, 4℃)하여
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균을 제거하고 상청액에 1% 적혈구 부유액을 넣고 37℃에

서 1시간 배양하였다. 그 후 용혈되지 않고 남아있는 온전

한 적혈구를 제거하기 위해 원심분리 (12,000 rpm, 15분,

4℃) 하여 상청액을 얻은 다음 상청액에 유리된 헤모글로빈

의 흡광도를 450 ㎚의 파장에서 읽어 세균의 용혈활성을 측

정하였다. 기준군은 적혈구 현탁액에 세균을 넣지 않고 항

응고 생리식염수만을 섞어서 반응시킨 다음 동일한 방법으

로 흡광도를 측정하였다.

4. 적혈구의 출처에 따른 용혈활성의 비교

적혈구의 출처에 따른 용혈활성을 비교하기 위해 표준

균주인 P. nigrescens ATCC 33563과 임상 분리 균주

인 P. nigrescens 2304에 대하여 사람, 면양 및 말의 혈

액을 항응고 생리식염수로 세척하고 최종적으로 같은 생

리식염수에 2.5배 (v/v) 희석하여 용혈활성시험에 이용

하였다. 

5. 용혈활성에 대한 NaN3 및 dithiothreitol (DTT) 의

영향

일반적인 용혈소 억제제로 알려진 NaN3 및 dithiothre-

itol (DTT)가 P. nigrescens의 용혈 활성에 미치는 영향을

조사하기 위하여 NaN3과 DTT를 세균 배양 상청액에 각각

2 mM, 10 mM 및 50 mM 농도로 희석한 후 용혈활성을

관찰하였으며, 이때 같은 조건 하에서 세균을 첨가하지 않

은 군을 기준군으로 하였다. 실험은 모두 3회 반복하였으

며, 억제비율은 [(대조군-실험군)/대조군] × 100의 식을

이용하여 계산하였다. 얻은 결과는 통계프로그램인 SPSS

(ver 10.0)를 사용하여, 평균과 표준편차로 제시하였으며,

α= 0.05 수준에서 실험군과 대조군의 평균치를 Mann-

Whitney U test로 유의성을 검증하였다. 

6. 열처리가 용혈활성에 미치는 효과

P. nigrescens 용혈소의 열에 대한 안정성을 시험하기 위

하여 세균 배양 상청액을 각각 25℃, 37℃, 50℃ 및 95℃

항온수조에서 1, 24, 48 및 72시간 열처리 한 후 용혈활성

시험을 시행하였다. 

7. pH가 용혈활성에 미치는 효과

P. nigrescens 용혈소가 최대 활성을 보이는 최적의 pH

를 알아보기 위하여 용혈 반응액을 각각 pH가 3, 4, 5, 6,

7, 8, 9 및 10으로 조절한 후 용혈활성시험에 이용하였다. 

8. 배양조건이 용혈활성에 미치는 효과

배양조건에 따른 용혈활성의 변화를 알아보기 위해 세균

을 혐기성 배양기, 호기성 배양기 및 10% CO2 배양기에서

1, 24, 48 및 72시간 각각 배양한 후 용혈활성을 관찰하였

다. 기준군으로서는 적혈구 현탁액에 세균을 넣지 않고 항

응고 생리식염수만을 섞어서 반응시킨 다음 동일한 방법으

로 흡광도를 측정하였다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 용혈활성 실험

괴사치수와 치근단 치주염을 가진 환자의 치아를 선택하

여 세균을 채취한 후, 배양하여 각각 special potency disk

검사, filter paper spot 검사, PCR 검사 및 API 검사를 통

하여 P. nigrescens 7 균주를 분리 하였다. 표준균주인 P.

nigrescens ATCC 33563과 분리 균주에 대해 용혈활성을

검사한 결과, 표준균주가 0.150의 흡광도를 나타낸 반면,

임상분리균주는 0.082 (55%)에서 0.149 (99%)의 흡광

도를 나타내었다 (Table 1).

2. 적혈구의 출처에 따른 용혈활성의 비교

사람, 면양 및 말의 적혈구를 사용하여 P. nigrescens

ATCC 33563과 P. nigrescens 2304의 용혈활성을 조사

한 결과 세 종의 적혈구 중에서 사람의 적혈구가 가장 높은

용혈활성을 나타내었다 (Table 2). 면양 적혈구에 대해 P.

nigrescens ATCC 33563의 용혈활성은 사람 적혈구에 비

하여 18%, P. nigrescens 2304는 32%의 용혈활성을 보

여 비교적 낮은 감수성을 보였다. 말의 적혈구의 용혈활성

은 표준균주인 P. nigrescens ATCC 33563에 대해서는

거의 나타나지 않았으며, 임상균주인 P. nigrescens 2304

에 대해서는 사람의 적혈구에 비해 51%의 용혈활성을 나

타내었다. 

3. 용혈활성에 대한 NaN3 및 dithiothreitol (DTT) 의

영향

P. nigrescens 균주의 용혈활성에 대한 NaN3와 dithio-

threitol (DTT)의 영향은 Table 3과 4와 같다. P. nigre-

scens ATCC 33563에 대해 sodium azide를 첨가하지 않

은 대조군에 대해 2 mM 첨가하였을 때 5.0%의 용혈활성

을 보여 용혈활성이 유의하게 감소되었고 (p < 0.05), 10

mM과 50 mM 농도에서는 각각 용혈활성을 나타내지 않았
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다 (p < 0.05). P. nigrescens 2304에 대해서는 2 mM 과

10 mM 농도로 첨가했을 경우 대조군에 비해 각각 21.4%

와 11.6%의 용혈활성을 보여 유의하게 용혈활성이 감소되

었고 (p < 0.05), 50 mM에서는 용혈활성을 보이지 않았다

(p < 0.05).

P. nigrescens ATCC 33563에 대해 DTT를 2 mM 농

도로 첨가 시에는 DTT를 첨가하지 않은 대조군에 대해

110.8%의 용혈활성을 보여 용혈활성을 유의하게 증가시켰

고 (p < 0.05), 10 mM 첨가하였을 때는 90.4%로 유의하

게 감소시켰으며 (p < 0.05), 50 mM 농도에는 용혈활성을

보이지 않았다 (p < 0.05). P. nigrescens 2304에 대해서

는 DTT를 2 mM 농도로 첨가 시 대조군에 비해 98.3%의
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Table  1. Hemolytic activity of P. nigrescens isolates 

Strains
Host hemolytic activity

Age Sex Isolation site (A450)

P. nigrescens ATCC 33563 0.150 ± 0.003

P. nigrescens 203 22 F #46 0.131 ± 0.001

P. nigrescens 304 22 F #47 0.107 ± 0.002

P. nigrescens 204 22 F #46 0.129 ± 0.002

P. nigrescens 801 67 M #26 0.082 ± 0.001

P. nigrescens 2203 39 F #25 0.113 ± 0.002

P. nigrescens 2304 65 F #34 0.133 ± 0.004

P. nigrescens 2903 59 F #46 0.149 ± 0.001

Table  2. Hemolytic activity of P. nigrescens ATCC 33563 and P. nigrescens 2304 strains based on erythrocytes

Red blood cell origin
Hemolytic activity (A450)

P. nigrescens ATCC 33563 P. nigrescens 2304

Human 0.132 ± 0.028(100)a 0.116 ± 0.031(100)

Sheep 0.024 ± 0.031(18) 0.037 ± 0.027(32)

Horse NDb 0.059 ± 0.017(51)

a Relative hemolytic activity (%)
b ND; not detected

Table  3. Effect of NaN3 on hemolytic activity of P. nigrescens ATCC 33563 and P. nigrescens 2304

NaN3 Hemolytic activity (A450)

(mM) P. nigrescens ATCC 33563 P. nigrescens 2304

0 0.139 ± 0.035(100)a 0.173 ± 0.020(100)

2 0.007 ± 0.012(5.04)* 0.037 ± 0.027(21.4)*

10 NDb 0.020 ± 0.012(11.6)*

50 ND ND

a Relative hemolytic activity (%)
b ND; not detected

* p < 0.05 compared with control by Mann-Whitney U test 
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Table  4. Effect of dithiothreitol (DTT) on hemolytic activity of P. nigrescens ATCC 33563 and P. nigrescens 2304

DTT Hemolytic activity (A450)

(mM) P. nigrescens ATCC 33563 P. nigrescens 2304

0 0.139 ± 0.035(100)a 0.173 ± 0.020(100)

2 0.154 ± 0.032(110.8)* 0.170 ± 0.012(98.3)

10 0.127 ± 0.023(91.4)* 0.124 ± 0.023(71.7)*

50 NDb ND

a Relative hemolytic activity (%)
b ND; not detected

* p < 0.05 compared with control by Mann-Whitney U test 

Table  6. Effect of temperature on hemolytic activity of P. nigrescens ATCC 33563 and P. nigrescens 2304

Strains Time
Hemolytic activity (A450)

25℃ 37℃ 50℃ 95℃

1h 0.142 ± 0.025 0.137 ± 0.025 0.138 ± 0.028 0.067 ± 0.121

P. nigrescens 24h 0.148 ± 0.012 0.138 ± 0.031 0.116 ± 0.020 0.098 ± 0.032

ATCC 33563 48h 0.174 ± 0.025 0.140 ± 0.012 0.192 ± 0.026 0.085 ± 0.030

72h 0.168 ± 0.040 0.176 ± 0.037 0.178 ± 0.032 0.022 ± 0.033

1h 0.119 ± 0.023 0.119 ± 0.026 0.116 ± 0.020 0.043 ± 0.097

P. nigrescens 24h 0.127 ± 0.028 0.121 ± 0.021 0.072 ± 0.025 0.063 ± 0.028

2304 48h 0.143 ± 0.030 0.121 ± 0.026 0.135 ± 0.027 0.002 ± 0.023

72h 0.132 ± 0.025 0.115 ± 0.012 0.128 ± 0.022 NDa

a ND; not detected

Table  5. Effect of pH on hemolytic activity of P. nigrescens ATCC33563 and 2304

pH
Hemolytic activity (A450)

P. nigrescens ATCC 33563 P. nigrescens 2304

3 NDa ND

4 0.018 ± 0.023 0.035 ± 0.041

5 ND ND

6 0.001 ± 0.012 ND

7 0.002 ± 0.016 ND

8 0.001 ± 0.010 0.001 ± 0.012

9 0.002 ± 0.012 0.001 ± 0.017

10 0.001 ± 0.017 ND

a ND; not detected



용혈활성을 보였고, 10 mM 농도에서는 71.7%로 용혈활

성이 유의하게 감소되었고 (p < 0.05), 50 mM 농도에는

용혈활성을 나타내지 않았다 (p < 0.05). 

4. 용혈활성에 대한 pH의 영향

P. nigrescens 균주의 용혈활성에 대한 pH의 영향은

Table 5와 같다. P. nigrescens ATCC 33563와 P.

nigrescens 2304 모두 pH 4에서 용혈활성이 가장 높았으

나 다른 pH에서는 용혈활성이 매우 낮게 나타났다. 이러한

결과는 P. nigrescens 용혈소가 최대 용혈활성을 나타내는

최적의 pH는 4라는 것을 나타낸다.

5. 열처리가 용혈활성에 미치는 효과

P. nigrescens 용혈소의 열에 대한 안정성을 평가하기 위

하여 P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304

의 배양 상청액을 25℃, 37℃, 50℃ 및 95℃의 온도에서

각각 1, 24, 48 및 72시간 처리 한 후 용혈활성을 관찰하였

다. P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304

모두에서 25℃, 37℃ 및 50℃ 온도로 72시간까지 처리하

여도 용혈활성은 큰 차이가 없었으나 95℃로 처리 시 시간

이 경과할수록 용혈활성이 감소하는 경향을 보였다. 이러한

결과는 P. nigrescens의 용혈소가 50℃ 이하의 온도에서는

안정성이 있는 것을 보여 준다 (Table 6).

6. 배양조건이 용혈활성에 미치는 효과

P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304에

서 모두 10％ CO2 배양 시 가장 강한 용혈활성을 나타내었

으나 호기성 배양 시에는 거의 용혈활성이 나타나지 않았

다. 또한 시간에 따른 용혈활성의 변화는 크게 나타나지 않

았다 (Table 7).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

본 연구에서는 괴사치수와 치근단 치주염으로 진단된 환

자의 근관에서 7 균주의 P. nigrescens를 분리할 수 있었

다. P. nigrescens는 gram-negative, non-spore form-

ing, obligately anaerobic, rod 모양의 세균으로 0.3 -

0.7 ㎛의 폭에 1 - 2 ㎛ 길이까지 자란다. Blood agar 상에

나타나는 colony는 0.5 - 2 ㎜의 직경에 원형이고 갈색 내

지 흑색을 나타내며 Pigmentation은 colony의 주변부에서

주로 나타나고 중심부는 크림색 내지는 암갈색을 띤다.

Glucose가 함유된 액체배지에서의 주요한 효소산물은

acetic, isobutyric, isovaletic, 그리고 succinic acid 등이

다. Dextran과 glucose, maltose, sucrose의 발효는 대부

분의 균주에서 나타나나 fructose나 glycogen, insulin의

발효는 차이가 있다고 보고되었다7,8,21). 

P. nigrescens와 P. intermedia의 site specificity에 대

한 연구를 보면, Gharbia 등22)은 정상치주조직과 근관병소

에서는 주로 P. nigrescens가 많이 분리되고, 치주병소에서

는 P. intermedia가 많이 분리되며, Bae 등23)은 근관감염

부에서 P. nigrescens가 73.2%를 차지한다고 보고하였다. 

숙주 내에서 세균의 성장과 증식이 일어나려면 철의 획득

이 필수적인데 숙주 내에서 이용할 수 있는 철은 거의 모두

적혈구와 같은 세포 속에 있고, 세포 외부에 남아있는 것은

알부민, 합토글로빈, 헤모펙신, 트란스페린 및 락토페린에

결합되어 있다. 세균의 용혈소는 감염이 일어나는 국소적

부위에서 적혈구를 용해하여 세균이 이용할 수 있도록 헤모
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Table  7. Effect of various culture status on hemolytic activity of P. nigrescens ATCC 33563 and P. nigrescens 2304

Strains Time
Hemolytic activity (A450)

Anaerobic incubator Aerobic incubator 10% CO2 incubator

1h 0.091 ± 0.023 0.003 ± 0.038 0.137 ± 0.025

P. nigrescens 24h 0.122 ± 0.023 NDa 0.138 ± 0.031

ATCC 33563 48h 0.103 ± 0.030 ND 0.140 ± 0.012

72h 0.115 ± 0.040 ND 0.176 ± 0.037

1h 0.093 ± 0.024 ND 0.119 ± 0.026

P. nigrescens 24h 0.120 ± 0.023 ND 0.121 ± 0.021

2304 48h 0.100 ± 0.020 ND 0.121 ± 0.026

72h 0.087 ± 0.028 ND 0.115 ± 0.012

a ND ; not detected



글로빈을 유리시키는 작용을 하는 것으로 알려져 있다24,25).

따라서 세균의 용혈활성은 상주균이나 외부에서 침입하는

세균이 숙주 내에서 성장하고 증식하는데 필요한 철의 획득

을 증가시키는 작용을 하는 것으로 보이며 기능면에서 볼

때 중요한 독력인자로 생각할 수 있다26,27).

본 연구에서 환자에서 분리한 P. nigrescens는 모두 용혈

활성을 나타내었다. 표준균주 P. nigrescens ATCC

33563과 비교하였을 때 임상 분리 균주는 55~99%의 용

혈활성이 있는 것으로 나타난다. 

사람, 면양 및 말의 3가지 적혈구를 사용하여 P.

nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304의 용혈

활성을 조사한 결과 사람 적혈구에 비하여 면양 적혈구에

대한 P. nigrescens ATCC 33563의 용혈활성은 18%, P.

nigrescens 2304는 32%의 용혈활성을 보였다. 말의 적혈

구의 용혈활성은 P. nigrescens ATCC 33563, P.

nigrescens 2304 각각 0%, 51%의 용혈활성을 나타내었

다. 즉, 세 가지 적혈구 중에서 사람의 적혈구가 가장 높은

용혈활성을 나타내고 면양 및 말의 적혈구에서는 사람의 적

혈구보다 낮은 용혈활성을 나타내어, 종간에 용활활성의 차

이가 뚜렷하게 관찰되었다.

일반적인 용혈소 억제제로 알려진 NaN3와 DTT가 P.

nigrescens의 용혈활성에 미치는 영향을 관찰한 결과, 표준

균주인 P. nigrescens ATCC 33563과 임상분리균주인

P. nigrescens 2304에서 모두 농도 의존적으로 용혈활성

이 감소하였다. 이는 Chu 등16)의 P. gingivalis에 있어서

NaN3가 용혈활성을 감소시킨다는 보고와 동일한 결과

이다.

SH기는 일반적으로 용혈소를 활성화시키거나, 또는 불활

성화 시킨다는 상반된 보고가 있는데17,28,29), 본 연구에서는

P. nigrescens ATCC 33563에 대해 DTT를 첨가하지 않

은 대조군에 비해 2 mM 농도로 첨가 시에는 용혈활성이

약간 증가되는 경향을 보였으나, 10 mM 첨가하였을 때는

90.4%로 유의하게 감소되었으며 (p < 0.05), 50 mM 농

도에는 용혈활성이 완전히 억제되었다 (p < 0.05). P.

nigrescens 2304에 대해서는 대조군에 비해 2 mM에는

98.3%로 용혈활성이 감소하는 경향을 볼 수 있었으며, 10

mM 농도에서는 71.7%로 용혈활성이 유의하게 감소되었

고, 50 mM 농도에서는 완전히 억제되었다 (p < 0.05). 

P. nigrescens 용혈활성에 미치는 pH의 영향을 알아본

결과, P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens

2304 모두 pH 4에서 용혈활성이 가장 높았고, 다른 pH에

서는 용혈활성이 매우 낮게 나타났으며 반응의 최적 pH는

4임을 알 수 있었다. 

P. nigrescens 용혈소의 열에 대한 안정성을 조사하기 위

하여 P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304

의 25℃, 37℃, 50℃ 및 95℃의 반응온도에서 각각 1, 24,

48 및 72시간을 처리한 결과, 두 균주 모두 95℃에서는 용

혈활성이 억제되었으며, 50℃ 이하에서는 열에 대한 안정

성이 있는 것으로 나타났다.

배양조건에 따른 용혈활성을 알아본 결과 P. nigrescens

ATCC 33563과 P. nigrescens 2304에서 모두 혐기성 조

건에서 배양한 것 보다 10％ CO2 배양기에 배양했을 때 보

다 높은 용혈활성을 보였으며, 호기성 조건에서 배양했을

때는 용혈활성이 거의 나타나지 않았다. 또한 시간에 따른

용혈활성의 변화는 낮았다.

이상의 결과로 미루어 볼 때, NaN3에 의해서는 P.

nigrescens 표준균주, 임상균주 모두 농도 의존적으로 용혈

활성이 감소되었고, DTT는 50 mM 이상에서 용혈활성이

완전히 억제되었다. 용혈활성이 가장 높은 적정 pH는 4이

었으며, 온도가 95℃에서는 두 균주 모두 용혈활성이 억제

되었고, 50℃이하에서는 열에 대한 안정성이 있는 것으로

보였다. 호기성 배양 시에는 두 균주 모두 균 생장이 억제되

어 용혈활성을 나타내지 않으며, 혐기성 배양 시보다는

10% CO2 배양기에서 배양 시 더 용혈활성이 높게 관찰되

었다. 

앞으로 P. nigrescens 용혈소를 완전 정제하여 보다 정확

한 용혈기전, 용혈소와 병원성과의 관계 규명 등의 후속 연

구가 필요할 것으로 사료된다.   

Ⅴ. 결 론

괴사치수 및 치근단 치주염 환자의 치아에서 분리한 병원

성세균인 P. nigrescens의 용혈특성을 규명해 보기 위해 표

준균주 (P. nigrescens ATCC 33563)와 임상분리균주

(P. nigrescens 2304)를 대상으로 연구하여 다음과 같은

결과를 얻었다. 

1. 임상에서 분리한 P. nigrescens와 표준균주인 P.

nigrescens ATCC 33563에서 모두 용혈활성이 나타

났다. 

2. 사람, 면양 및 말 세가지 종에 대해 용혈활성을 비교한

결과 P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens

2304 둘 다 사람의 적혈구에서 가장 강한 용혈활성을 나

타내었고 면양 및 말의 적혈에서는 비교적 낮은 용혈활

성을 나타내었다. 

3. 일반적으로 용혈활성 억제제로 알려진 NaN3와 DTT가

P. nigrescens의 용혈활성에 미치는 영향을 관찰한 결과

NaN3에 의해서 P. nigrescens ATCC 33563과 P.

nigrescens 2304 둘 다 모두 농도의존적으로 용혈활성

이 감소되었으며, DTT는 50 mM 이상에서 용혈활성이

완전히 소실되는 것으로 나타났다 (p < 0.05).

4. P. nigrescens ATCC 33563과 P. nigrescens 2304

가 최대 용혈활성을 나타내는 최적의 pH는 4이었으며,
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P. nigrescens의 열에 대한 안정성을 관찰한 결과 95℃

에서는 시간에 관계없이 P. nigrescens ATCC 33563

과 P. nigrescens 2304 모두 낮은 용혈활성을 보여, P.

nigrescens ATCC 33563은 50℃에서 48시간 처리하

였을 때, P. nigrescens 2304의 경우에는 25℃에서 48

시간 처리한 경우가 가장 높은 용혈활성을 보였다.  

5. 배양조건에 따른 P. nigrescens의 용혈활성을 비교한 결

과 10％ CO2 배양기에 배양한 경우 혐기성 조건에서 배

양한 것보다 더 높은 용혈활성을 보였으며, 호기성 조건

에서 배양했을 때는 용혈활성이 거의 나타나지 않았다.
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세균의 용혈활성은 세균이 숙주 내에서 생존하기 위해 필요한 철을 획득하기위한 특성이며 기능면에서 볼 때 숙주에

대한 중요한 독력인자로 간주될 수 있다. 본 연구에서는 괴사치수 및 치근단 치주염으로 진단된 환자의 근관에서 분리한

Prevotella nigrescens의 용혈활성을 다양한 조건 하에서 측정하여 그 특성을 규명하는 것을 목적으로 한다. 

1. 임상에서 분리한 P. nigrescens와 표준균주인 P. nigrescens ATCC 33563에서 모두 용혈활성이 나타났다. 

2. 사람, 면양 및 말 세 가지 종에 대해 용혈활성을 비교한 결과 사람의 적혈구에서 가장 강한 용혈활성을 나타내었다.

3. 용혈소 억제제인 NaN3와 dithiothreitol (DTT)는 농도의존적으로 P. nigrescens의 용혈활성을 감소시켰다 (p <

0.05).

4. P. nigrescens가 최대 용혈활성을 나타내는 최적의 pH는 4이었으며, 50℃이하의 온도에서는 용혈활성을 보였으

나 95℃에서 급격히 감소하였다.

5. 배양조건에 따른 P. nigrescens의 용혈활성을 비교한 결과 10％ CO2 배양기에 배양한 경우 혐기성 조건에서 배양

한 것보다 더 높은 용혈활성을 보였다.

주요어: P. nigrescens, 용혈활성, 철, 독력인자, 적혈구, 용혈소 억제제
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