
 

 

Journal of Bacteriology and Virology 2011. Vol. 41, No. 4 p.267 – 278 
http://dx.doi.org/10.4167/jbv.2011.41.4.267 

 

Comparison of Proteome Components of Helicobacter pylori 
Before and After Mouse Passage 

Kyoung-Ja Lee1, Bok-Ran Kim1, Young-A Cho1, Yun-Gyu Song1, Jae-Young Song1,3, 
Kon Ho Lee1,3, Hyung-Lyun Kang1,4, Seung-Chul Baik1,3,4, Myung-Je Cho1,3,4, 
Kwang-Ho Rhee1,4, Ji-Hyun Seo2, Hee-Shang Youn2,3 and Woo-Kon Lee1,3,4*

 

Department of 1Microbiology, 2Pediatrics and 3Biomedical Center (BK21), Gyeongsang National Univerity 
School of Medicine; 4Institute of Health Sciences, Gyeongsang National Univerity, Jinju, Korea 

The mouse model is alleged to be a useful tool for understanding of pathophysiological roles of Helicobacter pylori in 
the development of gastric disorders. However, it has been observed that H. pylori strains significantly differed in their 
fitness in mice and even mouse strains differed in their susceptibilities to a H. pylori strain. Bacterial components of H. 
pylori which could affect on its fitness in mice have to be elucidated for the establishment of the mouse model for H. 
pylori infections. In the comparison of colonization ability between two H. pylori Korean isolates, 51 (isolated from a 
patient with duodenal ulcer) and 52 (isolated from a patient with gastric cancer), 52 could colonize better than 51 on the 
gastric mucosa of mouse. Proteome components of H. pylori 52, as a good colonizer and H. pylori 51, as a poor one 
were quantitatively compared each other. Five bacterial proteins including catalase, urease subunit alpha/beta, enolase and 
ferritin, were up-regulated in 52. In addition, the respective proteome components of the two strains were also compared 
with their mouse-passaged homologous strains. Seven and five proteins, which included catalase, flagellin A/B in common, 
were up-regulated in mouse-adapted 51 and 52, respectively. Among the fourteen identified proteins, urease subunit 
alpha/beta, flagellin A/B, catalase, ferritin, superoxide dismutase and neutrophil-activation protein have been previously 
known to be necessary to gastric colonization of H. pylori in animal models. The other up-regulated proteins including 
enolase, elongation factor Tu and fructose-bisphosphate aldolase have been reported to be associated with acid tolerance 
of H. pylori. These data provide confirmatory evidence for the importance of those proteins in the development of H. 
pylori-associated gastric disorders. 
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서 론 

 

Helicobacter pylori는 그람 음성의 만곡형 세균으로 인

체 위점막에 감염되어 급 · 만성 위염과 위궤양, 십이지장

궤양을 유발한다 (1~3). 이 세균은 세계보건기구(WHO)

에 의해 제1종 발암원으로 분류된 위암의 일차적 발병

결정인자이다 (4, 5). 전 세계 인구의 절반 가까이가 H. 

pylori에 감염되어 있는 것으로 알려져 있으며, 한국인의 

대부분이 이 균에 감염되어 일생 동안 보균자가 된다 

(6~8). 그리고 감염자 중 일부에서 위궤양, 십이지장궤양 

및 위암 등 중증의 위∙십이지장 질환으로 진행된다. 

H. pylori의 의학적 중요성이 높아짐에 따라 이 세균의 

감염을 진단하거나 치료 및 예방을 위한 연구가 활발히 

수행되고 있다. 그러나 다른 세균에 비해 배양이 까다롭
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고 균종 간의 유전적 다양성이 매우 높아 전통적 세균학

적 기법에 의한 균주 판별 기준이 아직 마련되어 있지 

않다 (9). 또한 H. pylori 세포 성분의 생화학적, 분자생물

학적 및 면역학적 성상이 규명되어 왔음에도 불구하고, 

이 세균의 위점막 감염 및 질환의 발병 기전 등의 병리

학적 특성을 설명할 수 있는 자료는 충분히 제시되지 못

한 실정이다. 이러한 난제를 극복하기 위해서는 H. pylori

의 생물학적 성상에 대한 포괄적이고 근원적인 이해가 

필요하게 되었고 이에 따라 세균 유전체(genome) 및 단

백체(proteome)의 구조에 기초하여 H. pylori와 인체의 상

호관계를 검토하는 연구가 수행되고 있다. 

유전체 연구기법의 급속한 발달에 힘입어 현재 26695, 

J99, 51, 52 및 HPAG1 균주 등 20개 이상의 H. pylori 균

주에 대한 유전체 전체의 염기서열이 결정되어 보고되었

으며 (10~13) 단백체 연구의 경우에는 H. pylori에서 발

현되는 전체 단백에 대한 연구를 비롯하여 외막단백과 

분비단백 등을 분석한 다양한 연구 결과가 보고되었다 

(14~18). 

특정 질환의 연구에 있어 실험동물 모델이 마련된다면 

숙주-미생물 상호관계를 기초로 발병 기전을 규명할 수 

있다. 이와 더불어 진단, 치료, 그리고 예방을 위한 수단

을 마련하는 연구를 용이하게 추진할 수 있다. 따라서 인

체에 발생하는 감염성 질환에 대한 실험동물 모델의 응

용 연구는 그 질환의 대책을 마련하는 초석이 된다. H. 

pylori가 자연 상태에서 사람이나 유인원 이외의 다른 동

물에 감염된 예가 없기 때문에, 사람의 경우와 유사한 위

십이지장 질환을 일으킬 수 있는 진정한 의미의 H. pylori 

실험동물 모델은 아직 확립되지 않고 있다. 그러나 다수 

연구자의 노력에 힘입어 인공 감염 후 인체 위점막에 비

하여 H. pylori 감염빈도가 낮으며 병리학적 변화도 미약

하고 한정적이지만 현재까지 무균자돈 (19), 무균자견 

(20), 마우스 (21~23) 및 몽골리안저빌 (24) 등이 H. pylori

와 인체간의 상호관계를 연구하는 동물모델로 사용되고 

있다. 그 중에서도 취급이 비교적 용이하여 통상적인 세

균 감염 연구에 흔히 사용되는 마우스 모델이 H. pylori 

감염 연구에도 보편적으로 사용되고 있다. 

마우스에 대한 H. pylori 감염은 한 종류의 균주에 대

하여 여러 종의 마우스가 서로 다른 감수성을 나타내며 

한 종류의 마우스에 대하여서도 여러 균주가 서로 다른 

감염능을 나타낸다고 알려져 있다 (23, 25, 26). 이러한 현

상에 기초하여 마우스 위점막 감염에 영향을 주는 이 세

균이 보유한 인자를 규명하는 것이 H. pylori의 숙주-미

생물 상호관계를 이해하는데 도움을 줄 수 있을 것으로 

판단된다. 이에 따라 본 연구에서는 단백체 분석기법을 

이용하여 마우스 모델에서 위점막 감염에 관여하는 H. 

pylori 측 인자를 조사하고자 하였으며 이를 위해 정착능

(colonization ability)이 서로 다른 H. pylori 균주를 상호 비

교하는 한편 마우스 감염 전후의 동일 균주를 상호 비교

하는 연구를 수행하였다. 

 

재료 및 방법 

H. pylori의 배양 

H. pylori 51, 52를 국가지정연구소재은행인 헬리코박

터파이로리 분리균주은행(H. pylori Korean Type Culture 

Collection, 경상대학교)에서 제공받아 사용하였다. 액체질

소에 냉동 보관중인 H. pylori 균주를 37℃에서 해동한 

후 amphotericin B (8 μg/ml), nalidixic acid (10 μg/ml), 

vancomycin (6 μg/ml)과 소 혈청이 10% 첨가된 브루셀라 

한천평판배지에 접종하여 10% CO2를 유지시켜 주면서 

37℃ 배양기(Sanyo, Japan)에서 배양하였다. 

마우스 감염의 정량적 분석 

마우스는 5~6주령 C57BL/6N 및 FVB 마우스(Koatech, 

Korea)를 암수 구분 없이 사용하였다. 브루셀라 한천배

지에서 하룻밤 키운 H. pylori를 인산완충액에 부유하여 

600 nm에서 흡광도 10 (4 × 109 cfu/ml)이 되도록 조정하

였다. 3시간 동안 절식시킨 마우스에 마리당 0.5 ml의 세

균부유액(2 × 109 cfu)을 경구용 존데(sonde)를 사용하여 

위내에 투여하였다. 세균 감염은 2일간 연속으로 2회 반

복 시행하였다. 

감염 2주 후 경추탈골법으로 마우스를 희생시키고 무

균적으로 위장을 적출하였다. 위장에서 전위(forestomach) 

부분을 제거한 다음 날문부에서 들문부까지 소만곡(lesser 

curvature)을 따라 수직으로 절개하였다. 전개한 위점막 

표면에 남아 있는 위 내용물을 조심스럽게 제거한 뒤 날

문방(antrum)과 위몸통(corpus) 부분으로 나누어 절단하였

다. 핀셋을 사용하여 각각의 위점막 부분을 trimethoprim 

(5 μg/ml), polymyxin B (10 μg/ml), bacitracin (200 μg/ml), 

amphotericin B (8 μg/ml), nalidixic acid (10 μg/ml) 및 

vancomycin (6 μg/ml)과 소 혈청이 10% 첨가된 Mueller-

Hinton 한천평판배지의 표면에 고르게 문질러 도말하고 
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이를 37℃, 10% CO2 조건에서 5일 이상 배양하면서 세균

의 발육 유무와 세균집락의 수를 육안으로 측정하여 감

염균수를 정량하였다. 배지 당 집락의 수가 500개 이하인 

경우 집락계수기를 사용하여 산정하였으며 그보다 숫자

가 많을 경우 한천평판배지와 크기가 동일한 원형의 종이

에 집락과 유사한 크기의 점을 500, 1,000, 2,000 및 4,000

개로 고르게 분산표기한 조견표를 제작하고 이를 목측으

로 실제 집락 숫자와 비교하여 균수를 산정하였다. 

이차원전기영동(two-dimensional gel electrophoresis) 

브루셀라 한천평판배지에서 배양한 H. pylori 균체를 

50 mM tris 완충액(pH 8.0)으로 3회 세척한 후 이차원전

기영동 샘플용해완충액[9.5 M urea, 4% CHAPS, and 35 mM 

Tris-HCl (pH 7.2)]을 이용하여 단백 시료를 추출하였다. 

추출한 단백 100 μg을 재수화완충액(GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Sweden)과 혼합하여 최종 용적을 320 μl로 

맞추고 re-swelling tray (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 옮

겼다. IPG strip (17 cm; pH 3~10, Bio-Rad)을 단백 시료에 

담가 20℃에서 15~16시간 동안 재수화시킨 다음 Protein 

Isoelectric Focusing (IEF) Cell (Bio-Rad)에서 등전점전기영

동(isoelectric focusing)을 실시하였다. Protein IEF Cell의 

프로그램은 다음과 같이 작동시켰다. 15분 동안 250 V에

서 charged contaminants와 염을 제거하는 conditioning 단

계, 3시간 동안 전압을 10,000 V까지 올리는 선형전압 단

계, 마지막은 focusing 단계로 90,000 V/h가 될 때까지 최

대의 전압을 걸어주었다. 등전점전기영동이 완료된 strip

은 사용 전까지 -70℃에 냉동 보관하였다. 

등전점전기영동이 완료된 strip을 평형화완충액 I [37.5 

mM Tris buffer (pH 8.8), 6 M urea, 20% SDS, 20% glycerol, 

2% DTT, and 0.01% bromophenol]로 20분간 진탕한 후 평형

화완충액 II [37.5 mM Tris buffer (pH 8.8), 6 M urea, 20% SDS, 

20% glycerol, 2.5% idoacetamide, and 0.01% bromophenol]로 

다시 20분간 진탕하여 평형화시켰다. 이 strip을 증류수로 

씻고 건조시킨 후 12% SDS-PAGE 겔 위에 중층시켰다. 

나머지 공간은 전기영동완충액에 녹인 0.7% low melting 

agarose로 충전하였다. 전기영동완충액을 채운 후 28 mA

에서 bromophenol blue가 겔의 제일 아래에 닿을 때까지 

하룻밤 전기영동을 실시하였다. 전기영동이 끝난 겔은 은

염색을 위해 고정액에 담가 두었다. 

은염색은 Heukeshoven 등의 방법을 변형하여 시행하였

다 (27). 겔을 고정액(50% methanol, 12% acetic acid, 2.5 μl/ 

ml of 37% HCOH)에서 1시간 30분 동안 고정한 다음 치

오황산나트륨용액(200 mg/ml)에서 1분간 전처리하고 질

산은용액(200 mg/ml)에서 30분 동안 교반한 후 발색용액

(Na2CO3 24 mg/ml, Na2S2O3 · 5H2O, 0.2 mg/ml, 2.5 μl/ml 

37% HCOH)에 옮겨 단백 반점을 발색하였다. 

이차원전기영동 겔 이미지 분석 

이차원전기영동 겔의 이미지는 Fluor-S Multi Imager 

(Bio-Rad)를 사용하여 스캔하였고 PDQUEST Version 8.0 

프로그램(Bio-Rad)을 사용하여 단백 반점의 정위적 및 

정량적 분석을 시행하였다. 

단백 반점의 처리 

은염색한 겔로부터 단백 반점을 잘라내고 탈색완충액

(15 mM potassium ferricyanide, 50 mM sodium thiosulfate)에

서 은을 화학적 환원제로 탈색시킨 다음 200 mM 중탄산

나트륨용액 내에서 30분 동안 교반하였다. 아세토니트릴

을 첨가하여 겔 조각이 불투명한 흰색이 될 때까지 진탕

하여 탈수시키고 겔 조각을 30분 동안 진공 건조시켰다. 

단백 반점의 in-gel digestion은 O'Connel과 Stults의 방법 

(28)으로 시행하였다. 트립신이 포함된 효소반응액에서 

겔 조각을 재수화시킨 후 효소반응액을 제거하고 소화완

충액(50 mM, NH4HCO3, 5 mM CaCl2) 20 μl를 넣어 겔 조각

이 잠긴 상태로 37℃ 배양기에서 하룻밤 동안 정치하였

다. 이후 아세토니트릴 100 μl를 튜브에 넣은 후 30분간 

교반하고 원침 후 상층액을 취하였다. 이 상층액을 진공 

건조기로 완전히 건조시켰다. 

MALDI-TOF-MS를 이용한 단백의 동정 

매트릭스용액(40 mg/ml α-cyano-4-hydrix cinnamic acid, 

50% acetonitrile, 0.1% TFA)에 녹인 시료를 target plate 

well에 점적한 후 건조 및 세척을 실시하였다. 펩타이드 

질량 분석은 20 kV accelerating voltage, 65% grid voltage, 

0.02% guide wire voltage 및 150 ns delay의 조건으로 

MALDI-TOF-MS (VoyagerTM DESTR, PE Biosystems, USA)

를 사용하여 시행하였으며 800에서 3,500 KDa 사이의 질

량을 측정하였다. 

Protein Prospector Package Program MS-FIT (http:// 

prospector.ucsf.edu, USA)를 이용하여 측정된 펩타이드의 

질량을 National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

USA) 데이터베이스 자료를 바탕으로 분석하여 최종적으
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로 단백을 동정하였다. 

 

결 과 

마우스 감염능 분석 

H. pylori 51, 52를 각각 5마리의 C57BL/6N 마우스에 

감염시킨 결과 H. pylori 52는 5마리 모두의 위점막으로

부터 세균이 분리된 반면 H. pylori 51은 5마리 모두에 

대하여 감염능을 나타내지 않았다(Fig. 1). H. pylori 52의 

감염된 세균수는 날문방이 평균 370 cfu/mouse, 위몸통이 

평균 2,200 cfu/mouse였다. 

FVB 마우스에 H. pylori 52를 투여한 경우 C57BL/6N에

서와 동일하게 5마리 모두에서 감염이 확인되었다. 감염

된 세균수는 날문방에서 평균 240 cfu/mouse, 위몸통에서 

평균 2,900 cfu/mouse로서 C57BL/6N에서 관찰된 결과와 

비교할 때 통계적으로 유의한 차이가 없었다(p = 0.33 및 

p = 0.52, Mann-Whitney U test). H. pylori 51을 감염시킨 경

우 C57BL/6N에서와는 달리 5마리의 FVB 마우스 중 2마

리에서 균이 분리되었다(Fig. 1). 감염된 세균수는 날문방

에서 평균 16 cfu/mouse, 위몸통에서 평균 600 cfu/mouse

였다. FVB 마우스에 대한 H. pylori의 감염능은 52가 51

에 비하여 위몸통에서 통계적으로 유의하게 높게 관찰되

었다(p = 0.04, Mann-Whitney U test). 이와 같은 결과를 토

대로 본 연구에서는 H. pylori 52를 감염능이 높은 균주, 

H. pylori 51을 감염능이 낮은 균주로 결정하였다. 

H. pylori 51과 52의 단백체 비교 

감염능이 낮은 H. pylori 51과 감염능이 높은 52의 이

차원전기영동 겔 이미지(proteome map)를 상호 비교한 결

과 발현강도가 서로 다른 다수의 단백 반점이 확인되었

다(Fig. 2). PDQUEST를 이용하여 총 216개의 반점을 상

호 비교하였으며 단백 발현강도가 2배 이상 차이를 나타

내는 반점을 동정 대상 단백으로 선택하였다. MALDI-

TOF-MS를 통해 동정이 성공적으로 이루어진 단백 반점

은 H. pylori 51에서 발현이 증가한 4종 단백과 H. pylori 

52에서 발현이 증가한 5종의 단백이었다(Table 1). Urease 

subunit alpha, urease subunit beta, catalase, enolase 및 ferritin 

등이 마우스 감염능이 높은 H. pylori 52에서 51에 비하여 

상대적으로 발현강도가 높았다. 반면 마우스 감염능이 낮

은 H. pylori 51에서는 superoxide dismutase, ATP-dependent 

protease binding subunit, glutamine synthetase, neutrophil 

activating protein 등이 52에 비해 상대적으로 높은 발현

강도를 보였다. 

 

Figure 1. Mouse colonization abilities 
of H. pylori 51 and 52. Mice were in-
oculated with H. pylori twice for two 
consecutive days with a dose of 2 × 109

cells. Mice were sacrificed 2 weeks later, 
antrum and corpus were separated and 
H. pylori was examined from each tissue 
by plate counts. Each spot represents the 
CFU count from one mouse. According 
to Mann-Whitney U test analysis, there is
a significant difference between 51 and 52
in FVB corpus colonization ability (p =
0.04). The horizontal bars within each 
group represent the median value. 
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마우스 감염 전후 단백체 비교 

FVB 마우스에 감염시킨 후 위점막으로부터 재분리한 

H. pylori 52균주와 감염 이전의 동일 균주를 대상으로 

이차원전기영동 겔 이미지를 상호 비교하였다(Fig. 3). 총 

181개의 단백 반점을 상호 비교하여 감염 전에 비해 감

염 후 발현량이 2배 이상 증가한 반점 중 MALDI-TOF-

MS를 통해 동정이 이루어진 단백은 5종으로 catalase와 

flagellin A, flagellin B 및 3-dehydroquinate dehydratase, 

neutrophil activating protein이다(Table 2). 

마우스에 대한 감염능이 낮았던 H. pylori 51 역시 FVB 

마우스 감염 전후의 단백체를 분석하여 총 205개의 단백 

Table 1. Identification of differentially expressed proteins in the whole-cell protein fractions of H. pylori 51 and 52 

Spot intensity 
(n=3, mean ± SD) Spot 

No.* Protein description Gene 
codes 

MW (Da) /
pI 

51 52 

Strain with 
up-regulation

(fold variation)

1 Urease subunit beta HP0072 61,683/5.9  498.40±376.97 1367.38±1013.2 52 (2.21) 

2 Catalase HP0875 58,630/8.7  57.14±59.41 185.74±51.35 52 (3.31) 

4 Enolase HP0154 46,562/5.5  18.63±32.26 180.33±18.31 52 (9.68) 

5 Urease subunit alpha HP0073 26,539/8.9  203.61±352.66  509.02±194.70 52 (2.50) 

8 Ferritin HP0653 1,9286/5.6  150.12±134.92  667.72±298.33 52 (4.45) 

3 Glutamine synthetase HP0512 54,513/6.0  67.55±28.73  3.91±6.78  51 (17.28) 

6 Superoxide dismutase HP0389 24,518/6.0 863.13±53.83 417.63±64.16 51 (2.07) 

7 ATP-dependent protease binding subunit HP0264 96,638/6.2  298.51±163.37  43.08±74.61 51 (6.93) 

9 Neutrophil activating protein HP0243 16,933/5.8 1404.04±309.76  324.69±283.82 51 (4.09) 

*Spot numbers are shown in Fig. 2. 

Figure 2. Two-dimensional gel electrophoresis profiles of H. pylori 51 and 52. A total 100 μg of whole-cell protein of each strain was 
applied on 170-mm IPG strips with a range of pH 3-10, followed by 12% SDS-PAGE, and visualized by silver staining. The bold numbers
with thick arrows represent proteins that are strong in spot intensity compared to the other strain. 
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반점을 상호 비교하였다(Fig. 4). 감염 후에 2배 이상 발

현량이 증가한 반점 중 동정이 완료된 단백은 flagellin A, 

flagellin B, urease subunit alpha, urease subunit beta, catalase, 

fructose bisphosphate aldolase 및 elongation factor Tu 등 

총 7종이었으며(Table 3) 이 중 flagellin A와 flagellin B, 

catalase 등 3종의 단백은 두 균주에서 마우스 감염 후 공

통적으로 발현량이 증가하였다. 

 

 

고 찰 

 

현재까지 H. pylori의 인공 감염 실험을 위한 동물모델

로는 마우스가 가장 일반적이며 특히 C57BL/6 마우스가 

주로 사용된다. 이는 Lee 등 (23)이 동물실험을 위한 표

준균주 개발을 위해 SS1 (Sidney strain) 균주를 여러 종의 

마우스에 감염시킨 연구에서 BALB/c, DBA/2 및 C3H/He

에 비해 C57BL/6로부터 가장 많은 감염 균수(cfu)가 관

찰된 결과에 기인한다. 한편 van Doorn 등 (25)은 SS1과 

Table 2. Identification of up-regulated proteins in the whole-cell protein fractions of H. pylori 52 after FVB mouse passage 

Spot intensity 
(n=3, mean ± SD) Spot No. Protein description Gene codes MW (Da) / pI

before passage after passage 

Fold variation

1 Flagellin B HP0115 53,882/6.1   9.05±15.68 21.82±18.90 2.41 

2 Flagellin A HP0601 53,284/6.3  54.44±49.15 175.89±152.20 3.23 

3 Catalase HP0875 58,630/8.7 185.74±51.35 404.71±282.79 2.18 

4 3-dehydroquinate dehydratase HP1038 18,483/4.9  35.25±61.05 154.76±134.09 4.39 

5 Neutrophil activating protein HP0243 16,933/5.8  324.69±283.82 965.66±836.30 2.98 

*Spot numbers are shown in Fig. 3. 

Figure 3. Comparison of two-dimensional gel electrophoresis profiles of H. pylori 52 before and after FVB mouse passage. 100 μg of 
whole-cell protein of each strain was applied on 170-mm IPG strips with a range of pH 3~10, followed by 12% SDS-PAGE, and visualized
by silver staining. The bold numbers with thick arrows represent proteins that are up-regulated after mouse passage. 
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SPM326/IL-8+ 및 자연돌연변이 균주인 SPM326/IL-8-을 

두 종류의 마우스에 감염시킨 결과 C57BL/6에서는 SS1에 

비해 나머지 두 균주가 낮은 감염능을 보였고 BALB/c의 

경우 SPM326/IL-8-는 SS1보다 낮은 감염능을, SPM326/ 

IL-8+는 전혀 감염능을 보이지 않았다고 보고하였다. 이

러한 연구 결과는 특정 마우스종에 대한 H. pylori의 감

염능이 균주마다 다를 수 있으며 특정 H. pylori 균주에 

대한 감수성 또한 마우스종에 따라 달라질 수 있는 복잡

한 숙주-미생물 상호관계의 가능성을 의미한다. 이와 같

은 독특한 H. pylori와 마우스의 상호관계는 이 세균이 가

진 높은 유전적 다양성 (12, 13)과 무관하지 않을 것으로 

추정되며 복잡한 상호관계를 이해하기 위해서는 마우스 

위점막 감염에 영향을 주는 세균 측 인자를 포괄적으로 

조사하는 연구가 선행되어야 할 것이다. 

본 연구에 사용된 H. pylori 51과 52는 본 경상의대 미

생물학교실 연구팀이 십이지장궤양 환자 및 위암 환자

로부터 각각 분리하여 국내 표준균주로 사용하고 있으

며 유전체 염기서열 분석을 완료한 균주이다. 두 균주 

Table 3. Identification of up-regulated proteins in the whole-cell protein fractions of H. pylori 51 after FVB mouse passage 

Spot intensity 
(n=3, mean ± SD) Spot 

No. Protein description Gene codes MW (Da) / pI

Before passage After passage 

Fold variation

1 Urease subunit beta HP0072 61,683/5.9 498.40±376.97 1029.54±827.08 2.06 

2 Flagellin B HP0115 53,882/6.1 16.98±25.50  61.41±13.54 3.62 

3 Flagellin A HP0601 53,284/6.3 168.68±111.58  336.54±159.49 2.00 

4 Catalase HP0875 58,630/8.7 57.14±59.41  212.16±139.34 3.71 

5 Elongation factor Tu HP1205 43,648/5.2 46.50±11.78 151.06±22.60 3.25 

6 Fructose-bisphosphate aldolase HP0176 33,772/6.2 12.28±21.27 117.30±47.24 9.55 

7 Urease subunit alpha HP0073 26,539/8.9 203.61±352.66  880.33±535.57 4.33 

*Spot numbers are shown in Fig. 4. 

Figure 4. Comparison of two-dimensional gel electrophoresis profiles of H. pylori 51 before and after FVB mouse passage. 100 μg of 
whole-cell protein of each strain was applied on 170-mm IPG strips with a range of pH 3~10, followed by 12% SDS-PAGE, and visualized
by silver staining. The bold numbers with thick arrows represent proteins that are up-regulated after mouse passage. 
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간에 마우스 감염능의 차이가 있는지를 알아보기 위하여 

일차적으로 C57BL/6N 마우스에 감염시킨 결과에서 51

은 전혀 감염능을 나타내지 않았다(Fig. 1). 이에 따라 타 

마우스종에 비해 H. pylori 임상분리균주의 감염에 비교

적 높은 감수성을 나타낸다고 알려진 FVB 마우스(per- 

sonal communication with Dr. Douglas E. Berg, Washington 

University in St. Louis, USA)를 대상으로 동일한 감염실험

을 반복 수행하였고 두 균주 모두 FVB에 감염능이 있으

며 두 균주 간에 유의한 감염능의 차이가 있음을 확인할 

수 있었다. 그러나 52가 5마리의 마우스에 모두 감염을 

일으킨 것과는 달리 51은 5마리 중 2마리에서만 세균이 

분리되었고 위점막으로부터 측정된 세균수(cfu)도 52에 

비해 날문방에서 3~13%, 몸통에서는 25~40%에 그치는 

낮은 수준이었다(Fig. 1). 이상의 감염실험을 토대로 H. 

pylori 52를 마우스 감염능이 높은 균주, H. pylori 51을 감

염능이 낮은 균주로 결정하였으며 이들을 이용하여 마우

스 위점막 감염에 관여하는 세균 측 인자를 규명하기 위

해 먼저 감염능이 서로 다른 두 균주 간 단백체를 비교 

분석하였고 다음은 각 균주 별로 마우스 감염 전 후의 

단백체를 비교 분석하였다. 

단백체 분석기법을 활용한 단백의 발현수준 비교는 균

주 간 표현형의 다양성을 나타내는 지표로 사용될 수 있

다 (29, 30). 따라서 단백체 비교를 통한 균주 간의 다양성 

분석 시 유념해야 할 사항은 단백 시료의 준비에서부터 

이차원전기영동, 염색 그리고 이미지의 획득 등의 전 과

정에서 발생될 수 있는 실험 오차를 최소화하여야 한다

는 점이다 (31). 따라서 본 연구에서는 각 균주의 단백 시

료 당 최소 5회 이상 이차원전기영동을 반복 시행하였으

며 여기서 얻어진 겔 이미지 중 전반적인 단백 반점 발

현강도가 균일하고 일관성 있는 3개의 이미지를 최종 선

택한 다음 각 단백 반점의 강도를 평균값으로 산출하여 

다른 단백 시료 분석 결과와 비교하였다. 

51과 52간의 단백체 비교 분석에서는 총 216개의 단백 

반점 발현강도를 비교하였는데 이들 중 52에서 2배 이상 

상대적으로 높은 발현강도를 나타내는 반점은 14개였고 

51에서 상대적으로 2배 이상 발현강도가 높은 반점은 24

개였다. 이들 중에서 다시 MALDI-TOF-MS를 통한 단백

의 동정에 실패한 반점과 이성체(isomer) 단백으로 동정

된 반점의 중복 숫자를 제외하면 52와 51에서 최종 확인

된 단백의 종류는 각각 5종과 4종으로서 동정이 이루어

진 비율은 다소 낮은 편이었다. 한편 51과 52의 마우스 

감염 전후 비교 분석에서는 각각 205개와 181개의 단백 

반점을 대상으로 발현강도를 비교하였다. 51의 경우 감염 

후 2배 이상 발현이 증가한(up-regulated) 반점은 28개, 

2배 이상 발현이 감소한(down-regulated) 반점은 8개였으

며 52에서는 감염 후 증가한 반점이 16개, 감소한 반점이 

10개였다. 두 균주 모두 감염 후 발현이 증가한 단백의 

수가 감소한 단백보다 많았으며 특히 마우스 감염능이 

낮은 51에서 52보다 발현이 증가한 반점의 수가 약 1.8배 

더 많이 관찰된 사실은 후속 연구를 통해 논리적 근거를 

유추할 수 있는 연구 결과라고 판단된다. 

본 연구에서는 발현이 증가한 반점을 대상으로 MALDI 

-TOF-MS를 시행하였으며 이를 통해 51에서 7종, 52에서 

5종의 단백을 최종 동정하였다. 이들 중 두 균주에서 공

통적으로 발현이 증가한 단백은 flagellin A, B와 catalase

이었다. 한편 감염 전 두 균주 간 비교에서 52보다 51

에서 2배 이상 발현강도가 낮게 관찰된 5종의 단백 중 

마우스 감염 후 51에서 발현이 증가한 단백은 urease 

subunit alpha, beta 및 catalase 등 3가지였는데 후술하는 바

와 같이 이들 모두 감염 성립에 필요한 세균 측 인자라

는 점에서 발현 변화의 타당성을 유추할 수 있다. 반대로 

51에 비해 52에서 2배 이상 발현강도가 낮았던 4종의 단

백 중 마우스 감염 후에 발현이 증가한 단백은 neutrophil 

activating protein 한 종류뿐이었다. 

마우스 감염 이전의 51과 52의 상호비교(Table 1)와 51, 

52 각각의 마우스 감염 전후 비교(Table 2, 3) 등 3가지 

실험 결과에서 모두 발현이 증가하였던 단백은 catalase

가 유일하다. Harris 등 (32)은 C57BL/6 마우스에 감염시

킨 catalase 유전자 결손 SS1 변이균주가 정상 대조균주

에 비해 감염기간이 길수록 감염능이 저하되는 현상을 

관찰하였다. 또한 Harris 등은 정상 균주가 100 mM의 과

산화수소에 견디는데 비하여 변이균주는 쉽게 사멸된다

고 보고하였다 (33). 사람의 위점막에 감염된 H. pylori가 

지속적으로 인체 면역반응을 유발함에도 세균이 쉽게 제

거되지 않는 이유는 면역세포가 직접 도달하지 못하는 

위점막 상피세포 표면과 점액층이라는 감염부위의 특성

에 기인한다 (9). 그러나 대치 상태의 면역세포가 생성하

는 활성산소에 노출되기 때문에 H. pylori는 이에 대한 

방어체계로서 catalase를 비롯하여 superoxide dismutase, 

alkylhydroperoxide reductase, thiol-linked thiol peroxidase 등

의 산화적 스트레스 저항성 관련 단백을 구축하고 있다 

(32). 본 연구 결과는 이들 단백 중에서도 catalase가 H. 
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pylori의 마우스 위점막 감염에 핵심적인 역할을 담당할 

가능성이 있음을 시사하는 자료이다. 

한편 Seyler 등 (34)은 superoxide dismutase 유전자를 결

손시킨 SS1 변이주의 C57BL/6J 마우스에 대한 감염능

이 뚜렷하게 감소하였다고 보고하였는데 본 연구에서는 

superoxide dismutase가 감염능이 낮은 51에서 52 보다 2배 

정도 높은 강도로 발현되었다. 이러한 연구 결과의 차이

를 해석하기 위해서는 추후 보완 연구가 이루어져야 할 

것으로 사료된다. 

Urease 효소는 H. pylori가 서식하는 장소가 인체 위점

막이라는 점에서 오래 전부터 그 중요성이 인식되어 온 

이 세균의 대표적 발병결정인자이다. H. pylori가 위점막에 

감염이 되기 위해서는 위산이 분비되는 낮은 pH 환경에

서 살아갈 수 있는 기작이 필요하다. Urease는 요소를 분

해하여 암모니아를 생성함으로써 위점막 감염 초기의 집

락 형성과 세균의 생존을 도와준다 (35~37). 따라서 이 

효소가 결손된 돌연변이 균주는 위점막에 집락화하지 못

한다는 사실이 마우스를 이용한 감염실험에서 증명되었

다 (38). Flagellin A와 B는 이 세균의 편모를 구성하는 구

조 단백이다. H. pylori가 위점막의 점액층을 투과하여 상

피세포 표면이나 상피세포 간 접합부에 서식할 수 있는 

능력은 대장균보다 10배 이상 강력한 운동성에서 기인한

다 (39). 편모 결손균주와 야생균주의 FVB 마우스에 감염

실험에서 편모 결손균주가 야생균주에 비해 감염능이 현

저하게 저하된다는 사실이 무균자돈 (40)과 마우스 (41) 

실험을 통해 확인되었다. 

51에 비해 52에서 더 높은 발현강도를 나타낸 ferritin

은 H. pylori 철대사의 필수적인 단백으로서 이 단백 유전

자를 결손시킨 변이균주가 몽골리안저빌 위점막에서 감

염능을 나타내지 못한다는 연구 결과가 보고되었다 (42). 

또한 감염 전 52에 비해 51에서 발현강도가 높았으며, 

52에서는 마우스 감염 후 발현이 증가하였던 neutrophil 

activating protein은 H. pylori가 감염된 위점막에 호중구를 

활성화시키고 활성산소 생성을 유발하는 염증유발인자로

서 해당 유전자 결손 변이균주를 마우스에 감염시켰을 

때 정상 대조균주에 비해 감염능이 저하된다는 사실이 

보고된 바 있다 (43). 

이상에서 논의된 H. pylori의 발병결정인자들은 위점막 

감염능과의 밀접한 연관성이 생체 내(in vivo)에서 이미 

확인된 단백이지만 단백체 분석(in vitro)을 통해서 그 연

관성을 방증하는 자료를 제시하였다는 점에서 본 연구의 

가시적 성과를 평가할 수 있다. 

그 밖에 감염 전 51보다 52에서 발현강도가 높았던 

enolase (44) 및 51에서 마우스 감염 후 발현이 증가하였

던 elongation factor Tu (45), fructose-bisphosphate aldolase 

(46) 등은 H. pylori의 산 저항성(acid tolerance)과 밀접한 

관련이 있다고 알려진 단백이다. 이들이 낮은 pH 환경의 

위 내에서 생존하는데 필요한 세균인자라는 간접적인 증

거를 본 연구에서 단백체 비교 분석을 통해 확인하였다고 

판단된다. 52에서 감염 후 발현이 증가한 3-dehydroquinate 

dehydratase의 경우 아직 이 단백과 H. pylori의 감염 기전 

또는 위십이지장 질환의 발병 기전과 관련된 연구보고가 

없어 추후 연구를 통해 숙주-미생물 상호관계에서의 역

할을 규명해야 할 연구대상이다. 

최근 Zhang 등 (47)은 위암 환자 분리주(YN8)와 위염 

및 십이지장궤양 환자 분리주(YN14) 간에 단백체를 비

교한 결과 YN8에서만 발현되는 3종의 단백과 YN14에서

만 발현되는 4종의 단백, YN8에서 발현이 증가된 2종의 

단백을 확인하였다고 보고하였다. 그러나 본 연구에서는 

동일한 단백 시료에 대한 3장의 이차원전기영동 겔 이미

지(triplicate images)를 서로 비교해 보았으나 51과 52 상

호 간에 완전히 배타적으로 발현되는 단백 반점은 관찰

할 수 없었다. 이차원전기영동 겔의 은염색 과정은 실험 

오차를 최소화하기 위해 동일한 조건 하에서 세심한 주

의를 기울여야 하지만 최적의 발색에 필요한 시간은 매

번 실험자가 발색 단계를 육안으로 관찰하면서 조정하기 

때문에 약간의 차이가 있을 수 있으며 이러한 염색시간 

차이에 따라 상대적으로 발현강도가 낮은 반점은 경우에 

따라서 겔 이미지 상에서 전혀 보이지 않거나 매우 희미

하게 관찰될 수 있다. 따라서 이와 같은 실험 오차를 보

정하기 위해 전술한 바와 같이 통상 동일한 시료에 대하

여 이차원전기영동을 반복 실시하고 여러 장의 이미지로

부터 측정한 해당 단백 반점의 발현강도 평균값을 단백

체 분석 자료로 제시하게 된다. Zhang 등 (47)의 보고에서 

동일 시료에 대한 이차원전기영동 반복 수행 여부나 반복 

횟수를 확인할 수는 없으나 본 연구에서는 발현강도가 

매우 낮게 관찰된 fructose bisphosphate aldolase, glutamine 

synthetase 및 flagellin B 등의 경우 동일 단백 시료에 대

한 3장의 이차원전기영동 이미지 중에서도 하나 또는 두 

장의 이미지 상에서 해당 단백 반점이 관찰되지 않았던 

사실을 고려하면 H. pylori 균주 간에 배타적으로 발현되

는 단백의 유무에 관한 결론은 충분한 반복 검토를 통해 
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보다 신중하게 내려져야 할 것으로 사료된다. 한편 Zhang 

등 (47)이 보고한 두 균주 간 상호배타적 또는 발현강도

의 차이를 보인 9종의 단백과 본 연구에서 두 균주 간 

발현강도의 차이를 나타낸 9종의 단백 간에 공통적인 것

은 ATP-dependent protease binding subunit 한 종류였다. 

그런데 Zhang 등 (47)이 위암 분리주인 YN8에서만 이 

단백이 발현된다고 보고한 것과는 달리 본 연구에서는 

위암 분리주인 52 보다 십이지장궤양 분리주인 51에서 

발현강도가 7배 높은 것으로 확인되어 서로 다른 결과를 

보였다. 

본 연구를 통해 마우스 위점막 감염과 관련이 있을 것

으로 추정되는 총 14종의 H. pylori 단백이 확인되었다. 

이들 단백에 관한 기존의 연구보고를 검토해보면 이 중 

catalase를 포함한 8종은 위점막 감염능 관련 단백이고 

fructose bisphosphate aldolase를 포함한 3종은 산 저항성 

관련 단백임이 확인되었다. 따라서 본 연구 결과는 H. 

pylori의 발병 기전 및 생물학적 특성에 관한 기존 연구 

결과의 타당성을 뒷받침한다고 판단된다. ATP-dependent 

protease binding subunit, 3-dehydroquinate dehydratase, glu- 

tamine synthetase 등 나머지 3가지 단백은 현재까지 H. 

pylori의 감염이나 발병 기전과 관련된 연구 결과가 확인

되지 않은 단백으로서 추후 연구를 통해 마우스 감염과 

연관된 생물학적 특성을 조사할 필요가 있다. 
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