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Background: Staphylococcus aureus frequently colonizes and infects hospitalized patients. Respiratory infections 
with Staphylococcus aureus are common in patients with compromised airway defenses. However the mechanisms 
of S. aureus invasion from colonization to the epithelium are unclear. Cell invasion by S. aureus would require 
destruction of the extracellular matrix, which is believed to be the result of increased matrix metalloproteinases 
(MMP) activity. 
Methods: In this study, respiratory epithelial cells were infected with S. aureus. After removing the extracellular 
bacteria by washing, the internalized bacteria in the cells were assessed by counting the colonized forming units 
(CFUs). The cell adhesion proteins, dysadherin and E-cadherin, were evaluated by Western blotting. The MMPs 
in the bacterial invasion were evaluated by pretreating the cells with GM6001, a MMP inhibitor.
Results: The internalization of S. aureus was found to be both time and dose dependent, and the increase in 
MMP 2 and 9 activity was also dependent on the incubation time and the initial amount of bacterial inoculation. 
The invasion of S. aureus was attenuated by GM6001 after 12 hours incubation with a multiply of infection 
(MOI)=50. The expression of dysadherin, a membrane protein, was increased in a time and dose dependent 
manner, while the expression of E-cadherin was decreased. 
Conclusion: MMPs may mediate the invasion of S. aureus into epithelial cells.  (Tuberc Respir Dis 2008;64:22-27)
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서   론

　황색포도알균(Staphylococcus aureus)은 인체에서 다

양한 경로로 감염을 일으켜, 다양한 질병을 유발하는 매우 

주요한 세균에 속한다. 상피세포는 외부로부터 세포를 방

어하지만
1
, 기도의 정상적인 방어기전에 문제가 발생한 경

우 황색포도알균에 의한 호흡기 감염이 흔히 발생할 수 

있다. 입원 환자에서는 중증환자의 75%가 병원 내 환경으

로부터 세균이 유입되어 집락을 형성하는데, 이러한 집락

은 불과 48시간 이내에 이루어지기도 한다2. 또한 상피세

포에 집락을 형성할 경우 세포 내로 침입 할 수 있으며, 

임상적으로는 이러한 집락과 침입을 감별하기가 어려운 

경우가 있다.

  황색포도알균은 세포 외 병원체로 알려져 있으며, 포식

작용(phagocytosis)에 의해 세포 내로 침입하며 세포 내에

서도 생존율이 높다고 밝혀져 있다3. 황색포도알균의 상

피세포 침입 및 증식은 균과 상피세포와의 교차대화를 통

해 이루어진다고 알려져 있으나
4
, 구체적인 기전에 대해서

는 잘 연구되지 않았다.

  MMPs (matrix metalloproteinases)는 세포 외 기질

(extracellular matrix, ECM)의 구성 성분을 분해하는 효소

로 알려져 있다5. 이러한 세균침입과 연관된 MMPs의 발

현 증가가 어떠한 의미가 있는지에 대한 연구는 미미하다. 
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또한 세포와 세포 사이의 이음부(cell-cell junction)에는 

세포를 서로 부착시키는 중요 단백질인 dysadherin과 

E-cadherin이 있다
6
. 세포의 표현형을 조절하는 dysadherin

은 E-cadherin과 매개된 세포의 부착을 하향조절(down-

regulation)한다고 알려져 있지만6, 세균에 대한 세포의 반

응과 관련된 연구는 적다. 세균의 숙주세포로의 침입 시 

세포 사이의 이음부의 변화가 수반될 것으로 예상되므로, 

본 연구에서는 숙주세포로의 세균 침입과 관련하여 이러

한 단백질 발현의 변화를 관찰하고자 한다.

  본 연구는 기관지 상피세포(BEAS-2B)로 황색포도알균

이 침입하는 기전을 알아보기 위해 상피세포 내 균 감염의 

시간에 따라 황색포도알균의 집락수의 변화와 숙주세포

의 dysadherin, E-cadherin의 변화 및 MMPs의 발현을 살

펴보고 MMPs의 역할을 알아보고자 한다.

대상 및 방법

1. 박테리아 균주와 성장조건

  Tryptic Soybean Broth (TSB)배지에 황색포도알균 한 

개의 집락을 선별하여 녹인 후 37oC incubator에서 16∼

18시간 동안 배양하였다. 배지내의 균 수를 확인하기 위

해 배양된 균은 0.9% NaCl에 10배씩 희석하였고, 3% TSB

에 1.5% 한천이 첨가된 배지에 평판 배양한 후 집락 형성 

단위(CFU/ml)를 측정하였다. 균의 수는 10
9
 CFU/ml로 세

포 수에 대한 균의 수인 감염다중도(multiplicity of in-

fection, MOI)는 1：5, 10, 20, 50, 100으로 하였다.

2. 세포배양

  기관지 상피세포인 BEAS-2B (American Type Culture 

Collection, CRL-9609; Rockville, MD, USA)는 RPMI 1640 

(10% fetal bovine serum, 1% antibiotics 함유)배지에 배

양하였다. 세포는 5×105 cells/well로 세포 수를 산정한 

후 6 well 세포 배양 판에 심고 5% CO2, 37
o
C 배양기에서 

2일 동안 배양하였다.

3. 내입 측정(Internalization assay)

  황색포도알균을 BEAS-2B세포 내로 침입시키기 위해 

BEAS-2B 세포를 항생제 및 혈청이 없는 침입배지(invasion 

medium)에서 배양하였다. 세포 내로 침입시키는 황색포

도알균은 MOI (5, 10, 20, 50, 100)으로 각각 2시간 동안 

5% CO2와 37oC 조건의 배양기에서 침입배지에 접종하였

다. 이 후 한 시간 동안 침입배지에 10 mg/ml 농도의 

Gentamicin을 추가한 배양액으로 2번 세척하여 BEAS-2B

세포 밖에 남은 균을 제거하였다. 세포 내로 침입한 균의 

증식을 확인하기 위해 침입배지로 4시간과 12시간 동안 

배양하였다.

  침입배지를 제거한 다음 PBS (phosphate-buffered sal-

ine)로 세척하였고 0.25% trypsin-EDTA로 37
o
C에서 5분

간 반응시킨 후 원심 분리하여 세포를 모았다. 세포를 용

해하기 위해 1% Triton X-100으로 37oC에서 15분간 반응

시켰다. 용해된 세포에서 침입한 균의 수를 확인하기 위

해 0.9% NaCl에 10배씩 희석하여 3% TSB에 1.5% 한천이 

첨가된 배지에 각각 3판으로 평판 배양한 후 CFU/ml를 

측정하였다.

4. MMP 활성의 저해

  광범위 저해제인 GM6001
7
 (Calbiochem, San Diego, 

USA) 40 uM을 BEAS-2B세포에 40시간 전 처리를 한 후, 

균을 접종하고 세포를 배양하여 CFU/ml을 측정하였다.

5. Western blot analysis

  동량의 단백질(50 ug)을 10% sodium dodecyl sul-

fate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 

분리한 다음, Trans-blot unit를 사용하여 분리된 단백질을 

nitrocellulose membrane (NC)에 전이(transfer)하였다. 

이 NC를 5% non-fat dry milk (0.1% Tween-20을 함유한 

Tris buffered saline: TBS-T)로 실온에서 1시간 blocking

하고, dysadherin (abcam, Cambridge, UK), E-cadherin 

(Takara, Shiga, Japan) 1차 항체를 1:1000으로 희석하여 

실온에서 1시간 반응시킨 후, NC를 TBS-T로 10분간 3회 세

척하였다. 이 후, 2차 항체(anti-goat, mouse IgG HRP-linked 

antibody, Santacruz)를 1:1,000으로 희석하여 실온에서 1

시간 반응시켰다. 세척 후 ECL detection kit (Amersham)

를 이용하여 반응성이 있는 특정 단백질 띠를 찾았다.

6. Gelatin zymography

  젤라틴 융해성의 활성(MMP-2 & MMP-9)을 확인하기 

위해 황색포도알균을 침입시킨 BEAS-2B세포의 배양액

(conditioned media)을 원심 분리하여 세포 파편을 제거

한 다음, 0.2% Gelatin (stock 2 mg/ml)이 함유된 7.5% 

SDS-PAGE로 전기 영동하였다. 이 후, gel은 2.5% Triton 

X-100으로 20분간 3회 수세하여 develop buffer (1M 

Tris-HCl pH 7.6, 1M CaCl2)로 37oC에서 24시간 반응하였

다. 0.5% Coomassie Blue로 30분간 염색한 후 10% acetic 
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Figure 1. Intracellular bacterial survival/replication of S. aureus. (A) 4 h, (B) 12 h.  *p＜0.01 versus MOI 5 and MOI
10; †＜0.05 versus MOI 20 and MOI 50.

Figure 2. Differential expression patterns of MMPs in 
BEAS-2B cells infected with S. aureus. Conditioned me-
dia were subjected to 7.5% SDS-PAGE with 0.2% gela-
tin and gelatinolytic activities of MMP-9 and MMP-2 were
determined by zymography as described in materials 
and methods.

acid로 gel을 탈색하여 깨끗한 띠를 확인하였다.

7. 통계학적 분석

  균의 집락 수를 측정하여 얻어진 결과들은 ANOVA로 

분석하였으며, 측정한 각각의 자료는 평균과 표준오차로 

표시하였다. 유의성은 t-test로 검증하였으며, p＜0.05에

서 유의하다고 판단하였다.

결   과

1. 기관지 상피세포에서 황색포도알균의 침입 및 증식

  기관지 상피세포에서 황색포도알균의 침입 및 증식에 

따른 변화를 확인하기 위해 2×109 CFU/ml인 균을 MOI 

5, 10, 20, 50, 100으로 산정하여 4시간, 12시간씩 각각 

배양한 후 균의 집락수를 확인하였다. 그 결과 4시간 배양

한 세포의 MOI 5에서는 2×106, MOI 20에서는 6×106, 

MOI 100 일 때는 1.5×10
7
 CFU/ml으로 MOI가 증가할수

록 세포 내 균의 수가 증가하였다. 또한 MOI 5와 10에서 

균 수의 변화는 유의한 차이를 보이지 않다가 MOI 20과 

50에서는 2배로 증가하였다. 12시간 배양한 세포의 MOI 

5와 10에서 균 수의 유의한 변화는 없었지만, MOI 20과 

50에서는 유의하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 12

시간 배양한 세포에서 MOI 50과 100을 비교해 볼 때 침입

시키는 균 수가 증가 할수록 세포 내 균 수도 증가한다는 

것을 알 수 있었다(Figure 1B). 또한 4시간과 12시간의 

MOI 100에서 세포 내의 균 수는 각각 1.5×10
7
과 1×10

9
 

CFU/ml로, 4시간에 비해 12시간 배양한 세포에서 균 수

가 약 100배 증가하였다. 세포 내 균의 침입과 증식은 MOI

와 배양시간에 따라 의존적으로 증가하였다(Figure 1).

2. 기관지 상피세포 내 균의 침입에 따른 MMPs의 발현

  기관지 상피세포를 배양하여 황색포도알균을 침입시킨 

후 4시간, 12시간 동안 무혈청(serum free) 배양액으로부

터 분비형인 MMP-2와 MMP-9의 발현유무를 확인하였다. 

MMP-2 는 4시간 배양한 상피세포에서 MOI가 증가함에 

따른 발현변화는 뚜렷하지 않았지만 대조군과 비교해 볼 

때 MOI 50과 100에서 증가하였다(Figure 2). 12시간 배양

한 세포에서는 MMP-2와 MMP-9 모두 발현이 증가하였다. 

4시간 배양한 세포와 비교해 볼 때 12시간 배양한 세포에

서 MMP-2가 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 MMP-9

은 4시간 배양한 세포에서는 볼 수 없었으나 12시간 배양
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Figure 3. Differential expression patterns of E-cadherin and
Dysadherin. Whole cell lysates was prepared and used for
E-cadherin, Dysadnerin, and actin Westerin blot analysis.

Figure 4. Intracellular bacterial survival and replication of S. aureus in BEAS-2B cells treated with MMP inhibitor, GM6001
(40uM). (A) 4 h, (B) 12 h. *p＜0.05 versus control.

한 세포에서는 MOI가 20, 50, 100으로 증가 할수록 MMP

의 발현이 증가하는 것을 볼 수 있었다(Figure 2).

3. Dysadherin과 E-cadherin의 발현

  세포-세포간의 부착을 매개하는 세포부착 단백질을 확

인하기 위해 기관지 상피세포 내로 균을 침입시킨 후, 배

양 시간 별 MOI를 증가시킨 세포의 단백질을 분리하여 

Western blot analysis으로 dysadherin과 E-cadherin의 발

현을 확인하였다. 그 결과 50 KDa의 dysadherin 발현이 

4시간, 12시간에서 MOI가 증가할수록 발현이 증가하였

다. 이와는 대조적으로 dysadherin에 의해 하향조절 된다

고 알려져 있는 E-cadherin은 12시간 배양한 세포의 MOI 

100에서는 MOI가 다른 군에 비해 오히려 발현이 감소하

였다(Figure 3).

4. MMP 저해제(GM6001)에 의한 CFU/ml의 변화 양상

  기관지 상피세포 내 균의 침입과 증식에 따른 MMPs의 

발현이 증가하여, MMPs의 기능을 확인하고자 MMP의 광

범위 저해제인 GM6001을 처리하여 CFU/ml의 변화를 측

정하였다. 

  GM6001 (40μM)은 균을 침입시키기 전 40시간 처치하

여 상피세포를 배양 한 후 MOI 10, 50으로 균 수를 산정하

여 상피세포 내로 침입시켰다. 먼저 GM6001을 전 처치한 

후 2시간 동안 균을 침입시켰으며 항생제가 함유된 배지

로 1시간 배양하여 세포 외 균을 제거한 후 각각의 세포를 

4시간, 12시간 동안 배양하였다. 4시간 배양한 세포 내 

균 수를 측정한 결과 MOI 10과 50에서는 GM6001을 처치

한 군과 대조군을 비교 했을 때 CFU/ml의 유의한 변화는 

관찰되지 않았고, 12시간 동안 MOI 10, 50으로 균을 침입

시켜 배양한 세포에서는 MOI 50에서 MMP 저해제를 사용

한 군이 대조군에 비해 유의하게 CFU/ml가 감소하였다

(Figure 4).

고   찰

  본 연구에서는 황색포도알균을 기관지 상피세포

(BEAS-2B)에 침입시킨 후 침입 정도와 시간에 따른 균의 

수를 확인함으로써 세포 내로의 침입과 증식을 살펴보고

자 하였다. 세포에 대한 균의 수, 즉 MOI가 증가 할수록 

세포 내로 침입하는 균의 수도 증가하는 것을 확인 할 수 

있었다(Figure 1). 또한 균을 침입시킨 후 4시간 배양한 
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세포와 12시간 배양한 세포에서의 균 수를 측정해 볼 때, 

12시간 동안 배양한 세포의 균 수가 4시간 배양한 세포에 

비해 유의하게 증가하는 것을 확인 할 수 있었다(Figure 

1). 따라서 황색포도알균은 균 수와 시간에 비례하여 숙주

세포 내로 침입하고 증식하는 것으로 보인다.

  황색포도알균이 상피세포와 인체 혈관내피세포에 침입

하여 그 결과로써 세포사멸을 유도한다는 보고가 있다
8,9

. 

그러나, 본 실험에서는 균을 침입시킨 후 4, 6, 8, 12시간

에서 세포의 수는 차이가 없었고, 세포사멸 또한 대조군과 

차이가 없었다(결과는 생략함). 이러한 차이는, 실험조건

에 따라서 발생한 것으로 추정하였다.

  본 연구에서는 황색포도알균이 기관지 상피세포 내로 

침입 및 증식함에 따라 상피세포의 배양액에서 MMP-2와 

-9의 분비가 증가함을 알 수 있었다(Figure 3). 균을 인식

한 세포에서 생성된 MMPs가 세포 외 구성성분을 분해함

으로써 균의 침입에 대한 유도 여부를 확인하기 위해 상피

세포에 MMP의 활성 억제를 시킨 후 균의 침입 정도를 

관찰하고자 했다. MMP의 활성 억제제인 GM6001을 상피

세포에 전 처치하여 균을 침입시킨 후 균의 집락수를 확인 

해 본 결과 MOI 50으로 12시간 배양한 군에서 세포 내 

균의 집락수가 유의하게 감소하였다(Figure 4). 그러나 4

시간과 12시간 배양한 MOI 10인 군에서는 균의 집락수가 

유의한 차이를 보이지 않았다. 따라서 균의 침입이 MMP

에 의해서 일부 조절되는 것으로 추정하였다.

  분비 단백질로 알려진 MMPs는 다양한 정상 발생 과정

과 병리과정중의 조직세포에서 주로 발현되며, 현재까지 

알려져 있는 거의 모든 ECM의 구성성분을 분해 시키는 

것으로 알려져 있다
10

. 또한 MMPs는 상피세포(epithelial 

cell)와 같은 구조적, 형태적 특성을 지닌 세포에서 생성 

될 뿐만 아니라 대식세포와 같은 염증반응에 관여하는 세

포에서도 생성 된다
11

. 호흡기 상피세포나 면역세포의 침

윤에 의해 MMP-9의 생성이 증가함에 따라 염증성 폐 질

환이 발생하거나 MMP-9의 비정상적인 발현 및 활성으로 

인해 조직손상을 유도 한다
12-14

. 본 실험에서 MMP-9의 발

현이 시간-, 용량-의존적으로 증가하는 것은 균에 의한 숙

주세포의 자극이 심해질수록 발현이 증가하게 되고, 이러

한 결과로 조직의 손상을 더욱 초래할 것으로 보인다.

  기관지 상피세포에서의 E-cadherin 단백질 발현은 전체

적으로 12시간 배양한 세포에서 증가 하였으나, MOI 50

과 100으로 12시간 배양한 세포에서는 감소하는 것을 확

인할 수 있었다(Figure 3). 이와는 대조적으로 Dysadherin

의 경우 MOI가 증가할수록 그리고 배양시간이 길수록 발

현은 증가하였다(Figure 3). E-cadherin은 대부분 상피세

포에 존재하며 상피세포 간의 접착 복합체 형성에 중요한 

역할을 한다
15
. Dysadherin은 세포막의 당 단백질로 세포

간의 접합을 억제 하는 기능을 가지며, 이는 E-cadherin의 

발현을 억제함으로 일어난다고 알려져 있다16. Dysadherin

이 증가함으로써 E-cadherin이 억제됨에 따라 정상 상피

세포에서 기능을 수행해야 할 E-cadherin의 역할이 감소

할 것으로 보인다.

  이상의 결과들을 요약해 보면, 황색포도알균이 상피세

포로 침입할 때 상피세포내의 dysadherin과 E-cadherin 

변화를 초래하며, MMPs의 활성화로 인한 세포 외 바탕질

의 손상이 황색포도알균이 세포 내로 침입하는 기전과 연

관되어 있을 것으로 추정된다.

요   약

  연구배경: 본 연구에서는 황색포도알균이 숙주세포 내

로 침입하여 증식하는 정도를 관찰하고자 한다. 이때 세

포 외 바탕 단백질의 변화가 수반될 것으로 가설을 설정하

고, 이러한 변화에 영향을 미칠 것으로 생각되는 matrix 

metalloproteinase (MMP)의 발현과 역할에 대해 연구하

고자 하였다.

  방  법: 황색포도알균은 106∼107 CFU/ml을 105개의 기

관지상피세포인 BEAS-2B 세포에 2시간 동안 침입시킨다. 

이후 세척으로 세포 밖에 있는 황색포도알균을 제거한 후, 

BEAS-2B 세포를 다양한 시간 동안(4, 6, 8, 12 시간) 배양

한 후 황색포도알균의 집락수(CFU/ml)를 측정하였고, 단

백질을 분리하여 세포 외 바탕단백질의 발현 정도와 MMP

의 활성도를 측정하였다. 또한 MMP 억제제인 GM6001을 

전처치한 후 황색포도알균을 세포에 침입시킨 후 세포 내

에서의 균의 집락수 및 세포 외 바탕단백질의 변화를 관찰

하였다.

  결  과: 황색포도알균의 집락을 측정한 결과 4시간과 

12시간을 비교해 볼 때 MOI가 증가할수록, 감염시킨 시간

이 길수록 숙주세포 내로 침입이 유의하게 증가하였다. 

BEAS-2B 세포에서 황색포도알균을 침입시킨 시간이 길수

록, MOI가 증가할수록 MMP 2 및 MMP 9의 활성도와 dys-

adherin의 발현은 증가하였고, 이와는 대조적으로 E-cad-

herin의 발현은 감소하였다. MMP억제제인 GM6001을 전 

처치 한 결과 황색포도알균의 세포 내 침입을 유의하게 

감소시켰다.

  결  론: 황색포도알균이 기관지 상피세포 내로 침입할 
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때 dysadherin 및 E-cadherin 같은 세포 외 바탕 단백질의 

변화를 동반하며, MMP 활성도가 균의 세포 내 침입에 관

여하는 것으로 보인다.
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