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Oral spirochetes are anaerobes known as one of causative

agents for periodontal diseases. In this study, we

investigated the possibility of utilizing fluorescent fatty

acids for labeling oral spirochetes. Bacterial labeling was

standardized with three different lengths of fluorescent

fatty acids: 5-octadecanoylaminfluorescein (OAF), 5-dode-

canoylamin-fluorescein (DAF), and 5-hexadecanoyla-

minfluorescein (HAF). Among these fatty acids, OAF

showed the best labeling activity. Treponema denticola

ATCC 35405 was totally saturated to the maximum when

incubated with OAF 1 µg/ml for 1 hour. Treponema vincentii

LA-1 also increased in fluorescence in proportion to

incubation time length and the concentration. In conclusion,

these findings showed the possibility that the fluorescent

fatty acid can be used for labeling oral spirochetes.
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서  론

Spirochetes는 나선형 형태를 가진 혐기성 세균으로 비

뇨기계의 Treponema pallidum은 매독을 일으키며 구강

spirochetes는 치주질환의 원인세균 중 하나로 알려져 있

다(Page et al.,1978; Sela, 2001). 이들은 배양이 쉽지

않으며, 표현형의 분석과 분류에 있어서도 많은 어려움이

있다(Dewhirst et al., 2000; Paster et al., 2001). 특히

구강 spirochetes는 구강내 치주 병소에서 Porphyromonas

gingivalis와Tannerella forsythensis와 같은 그람 음성균과

함께 치주조직의 파괴를 일으켜 심각한 치주질환을 일으

킨다(Socransky et al., 1998).

세균부착 실험 등에서 세균 표지를 위하여 일반적으로

방사선동위원소로 세균을 labeling하거나 세균에 대한 항

체를 사용하는 방법 등이 이용되어 왔다(Lee et al., 2001).

그러나 방사선동위원소를 취급하는데 많은 불편함이 따

르며, 세균에 대한 항체를 생산하는데 시간과 비용이 많

이 드는 단점이 있다.

Cox와 Radolf(Cox and Radolf, 2001)는 최근 연구에서

형광 지방산을 이용하여 T. pallidum과 Borrelia burgdorferi

의 외막을 labeling 할 수 있음을 보고하였다. 본 실험에

서는 치주 질환 원인 세균중 하나인 구강 spirochetes를

대상으로 탄화수소 사슬의 길이가 서로 다른(C12, C16

그리고 C18: Fig 1) 친 지질성 형광 지방산을 이용해 세

균 labeling 가능성 여부를 조사하고 labeling 방법을 표

준화하였다.

재료 및 방법

세균배양

본 실험에서는 구강 spirochetes인 Treponema denticola

ATCC 35405, Treponema vincentii LA-1을 사용하였고

대조군으로 Escherichia coli 89E14를 사용하였다. 구강

spirochetes는 0.2% thiamine pyrophosphate, 10% sodium

bicarbonate, 1% serum 그리고 0.2% fatty acid가 첨가

된 NOS (new oral spirochete)배지와 0.5% fatty acid,

0.5% thiamine pyrophosphate 그리고 10%의 serum이

첨가된 TYGVS (tripiticase-yeast-glucose-volatile fatty

acids-serum)배지에 접종하였으며 90% N2, 5% CO2 그

리고 5%의 H2가 있는 36
o
C 혐기성 배양기(Sheldon manu-

facturing, INC, USA)에서 48시간(log phase) 동안 배양
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하여 실험에 사용하였다. 대조군으로 사용된 E. coli 89E14

는 BHI 배지에 접종하여 36
o
C 일반 배양기에서 18시간

배양하여 사용하였다.

형광 지방산

지방산인 5-octadecanoylaminfluorescein (OAF), 5-

dodecanoylaminfluorescein (DAF)와 5-hexadecanoy-

laminfluorescein (HAF) (Molecular probe, Eugene, Oregon,

USA)를 각각 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma

Chemical Co. St. Louis, Mo, USA)에 1 µg/ml로 녹인 뒤

4
o
C에서 빛을 차단한 상태로 보관하였다. 사용시 고체상

태인 형광 지방산을 실온에서 서서히 녹여 실험에 사용

하였다(Cox and Radolf, 2001).

형광 지방산을 이용한 labeling의 표준화

형광 지방산을 이용하여 구강 spirochetes를 labeling하

는 방법을 표준화하기 위하여 NOS 배지에서 배양한 T.

denticola ATCC 35405와 TYGVS에서 배양한 T.

vincentii LA-1을 실험군으로, E. coli 89E14는 음성 대

조군으로 사용하였다.

1) 형광 지방산의 농도가 세균 labeling에 미치는 영향 

형광 지방산을 상온에서 녹인 뒤 세균의 log-phase 단

계에서 세균 배양배지에 0 µg/ml에서 4 µg/ml까지 농도별

로 첨가하여 한 시간 동안 36
o
C 혐기성 배양기에서 배양

후 PBS로 세균을 두 번 세척하였다. 세척 후 PBS로 현

탁하여 흡광도를 660 nm에서 0.2(5 × 10
8
/ml)로 모두 동

일하게 맞춘 뒤 fluorescent spectrophotometer (F4500,

HITACHI, Tokyo Japan)로 형광을 측정하여 labeling 정

도를 측정하였다. Fluorescent spectrophotometer F4500

의 메뉴에서 Time Scan을 선택하여 30초 지점에서의 형

광을 측정하였으며 세 가지 형광 지방산 측정 파장은 아

래와 같다.

2) 배양시간에 따른 세균 labeling에의 영향

세균의 형광 labeling을 위한 배양시간을 정하기 위하

여 세균의 log-phase 단계에 각각의 형광 지방산을 1 µg/

ml로 첨가하여 배양하며 일정시간 간격으로 세균을 얻은

후 PBS로 2회 세척한 다음 흡광도를 0.2로 맞춘 뒤 형

광을 측정하였다.

3) 세균 세척횟수에 따른 영향

형광 지방산이 세균의 외막 안으로 안정적으로 삽입이

되었는지를 확인하기 위하여 T. denticola ATCC 35405

를 배양 후 log-phase 단계에서 1 µg/ml의 OAF를 첨가

하여 한 시간 동안 배양 한 다음 4회까지의 세척 횟수

에 따른 형광 변화를 측정하였다.

4) 배양온도의 영향

배양온도에 따른 형광 labeling의 변화를 측정하기 위

하여 T. denticola ATCC 35405를 배양 후 log-phase 단

계에서 1 µg/ml의 OAF를 첨가하여 4
o
C, 25

o
C 그리고

36
o
C 온도에서 한 시간 동안 배양한 후 세균을 PBS로

2회 세척한 다음 흡광도를 0.2로 맞춘 뒤 각각 형광을

측정하였다.

5) Labeling된 세균의 형태관찰

세균의 형광 지방산 labeling 여부를 직접 관찰하기 위

하여 형광현미경으로 관찰하였다. OAF로 labeling된 T.

denticola ATCC 35405와 E. coli 89E14를 각각 비교

관찰하였다. T. denticola ATCC 35405와 E. coli 89E14

를 한 시간 동안 36
o
C에서 OAF 1 µg/ml로 labeling 후

PBS로 두 번 세척하였다. 형광 현미경은 암시야가 장착

되지 않은 Nikon Optiphot (Nikon, ECL IPSE E600,

여기파장 (nm) 방출파장 (nm)
OAF 497 519

HAF 497 519

DAF 495 518

Fig. 1. Structure of fatty acids used in this experiment. (a) Structures
of the C18, C16 and C12 FA-5-aminofluorescein conjugates: octadecoy-
laminofluorescein (OAF)-C18, hexadecoylaminofluorescein (HAF)-
C16 and dodecoylaminofluorescein (DAF)-C12. (b) Topology fol-
lowing membrane insertion (adapted from the Molecular Probes
website, html://www.probes.com) (Cox and Radolf, 2001).
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Japan)를 사용하여 497 nm로 관찰하였으며, 형광 현미경

에 설치된 Nikon 카메라로 ISO 800, 셔터속도 간격은

3초로 하여 촬영하였다. 

결  과

T. denticola ATCC 35405를 대상으로 형광 지방산인

5-octadecanoylaminfluorescein (OAF), 5-dodecanoylamin-

fluorescein (DAF)와 5-hexadecanoylaminfluorescein (HAF)

의 labeling에 필요한 적정농도를 찾기 위하여 다양한 농

도로 labeling하여 비교 실험하였다. 세 가지의 형광 지

방산 모두 T. denticola ATCC 35405에 labeling이 되었

으며, DAF를 제외한 OAF와 HAF는 농도가 증가됨에

따라 최대치에 도달하여 완전히 포화되었음을 관찰할 수

있었다(Fig. 2). 반면 DAF의 경우 형광 수치가 4 µg/ml

의 농도까지 형광 지방산의 농도 증가에 비례하여 세균

의 labeling 정도도 계속 증가하였다(Fig. 2).

T. vincentii LA-1의 경우 세 가지 형광 지방산 모두

labeling의 정도가 T. denticola ATCC 35405에 비해 현

저히 낮음을 관찰할 수 있었으며, 세 가지 형광 지방산

중 OAF가 가장 잘 labeling이 되는 것으로 조사되었다.

세 가지 형광 지방산 모두 농도 증가에 따라 T. vincentii

LA-1에 labeling된 형광 수치도 계속 증가하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Labeling of T. vincentii LA-1 with fluorescent fatty acids.
Fluorescent fatty acid of various concentration from 0 µg/ml  to
4 µg/ml  was added into log-phase T. vincentii LA-1, which was
further cultivated in an anaerobic incubator at 36

o
C for 1 hour. Bac-

teria were washed twice with PBS and adjusted to 0.2 in absor-
bance at 660 nm. The fluorescence intensity of each specimen was
measured with a fluorescent spectrophotometer. Values indicate
means of duplicate determinations; standard errors of the mean are
indicated by vertical lines. The unit of Y axis is relative fluores-
cence unit (RFU).

Fig. 2. Labeling of T. denticola ATCC 35405 with fluorescent fatty
acids. Fluorescent fatty acid of various concentration from 0 µg/ml
to 4 µg/ml  was added into log-phase T. denticola ATCC 35405,
which was further cultivated in an anaerobic incubator at 36

o
C for

1 hour. Bacteria were washed twice with PBS and adjusted to 0.2 in
absorbance at 660 nm. The fluorescence intensity of each specimen
was measured with a fluorescent spectrophotometer. Values indi-
cate means of duplicate determinations; standard errors of the mean
are indicated by vertical lines. The unit of Y axis is relative fluores-
cence unit (RFU).

Fig. 4. Labeling of T. denticola ATCC 35405, T. vincentii LA-1,
and E. coli 89E14 with OAF. While incubated with OAF, the bacte-
ria samples were obtained at given intervals. Bacteria were washed
twice with PBS and adjusted to 0.2 in absorbance at 660 nm. The
fluorescence intensity of each specimen was measured with a fluo-
rescent spectrophotometer. Values indicate means of duplicate
determinations; standard errors of the mean are indicated by verti-
cal lines. The unit of Y axis is relative fluorescence unit (RFU).

Fig 5. Effect of washing times on the fluorescence of OAF-labeled
T. denticola ATCC 35405. Labeled bacteria were washed with PBS
upto 4 times, and at each wash, The fluorescence intensity was
measured to investigate the changes in fluorescence by washing
time. Values indicate means of duplicate determinations; standard
errors of the mean are indicated by vertical lines. The unit of Y axis
is relative fluorescence unit (RFU).
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반면 E. coli 89E14의 경우 형광 수치가 100이하로 측

정되어 형광 지방산이 E. coli 89E14에 labeling이 되지

않는 것으로 확인되었다(data not shown). 앞의 실험결

과를 토대로 세 가지 형광 지방산 중에서 구강 spirochetes

에 잘 labeling되는 것으로 여겨지는 OAF를 선택하여 이

후의 실험에서는 OAF만을 가지고 실험을 진행하였으며,

1 µg/ml의 농도를 적정 농도로 정하여 이후의 실험에서

는 OAF를 1 µg/ml로 사용하였다.

세 종의 세균을 대상으로 배양 시간에 따른 OAF의

labeling 정도를 비교한 결과 T. denticola ATCC 35405

의 경우 5분까지 급격하게 labeling 정도가 증가하다가

30분 이후에는 완전히 포화되는 것을 관찰할 수 있었다

(Fig. 4). T. denticola ATCC 35405에 비해 현저히 낮

은 형광 수치를 나타낸 T. vincentii LA-1의 경우 5분

이내에 급격하게 증가하다가 더 이상 증가하지 않는 것

으로 나타났다. 반면 E. coli 89E14에서는 한 시간 배양

후에도 labeling이 되지 않는 것으로 관찰되었다(Fig. 5).

형광 지방산인 OAF가 세균의 외막 내부로 안정적으로

삽입이 되었는지 조사하기 위해 T. denticola ATCC

35405를 1 µg/ml의 OAF로 한 시간 동안 36
o
C 혐기성

배양기에서 labeling 한 후 1회에서 4회까지 세척 횟수

에 따른 형광 변화를 조사하였다. 세척 횟수에 따라 형

광의 변화는 크게 차이를 나타내지 않았다(Fig. 5). 이러

한 결과는 친 지질성 분자인 OAF가 외막에 단순히 묻

어있는 것이 아니라 소수성인 내막으로 안정적으로 침투

했음을 보여준다. 배양 온도에 따른 OAF labeling 실험

에서 36
o
C에서 가장 labeling이 잘되는 것으로 관찰되었

다. 비록 36
o
C와 25

o
C에 비해 낮은 수치이긴 하지만 4

o
C

에서도 labeling이 되는 것으로 조사되었다(Fig. 6).

OAF로 labeling된 세균의 형태는 형광현미경으로 관찰

하였다. 형광 497 nm로 1000배 관찰 시 OAF로 labeling

된 T. denticola ATCC 35405의 형태를 관찰할 수 있었

으나 OAF로 labeling한 E. coli 89E14의 경우는 형태가

관찰되지 않는 것으로 보아 labeling이 되지 않았음을 확

인할 수 있었다(Fig. 7).

고  찰

본 연구에서는 구강 spirochetes의 외막으로 형광 지방

산을 삽입하는 방법을 이용하여 세균의 labeling법을 개

발하고 표준화하였다. 형광 지방산인 OAF, HAF 그리고

DAF 중 탄화수소의 길이가 가장 긴 OAF가 T. denticola

ATCC 35405와 T. vincentii LA-1의 labeling에 가장 효

과적인 것으로 나타났다. T. denticola ATCC 35405와

T. vincentii LA-1은 세 가지 형광 지방산 모두 labeling

이 되는 것으로 나타났으나 TYGVS에서 배양한 T.

vincentii LA-1에 비해 NOS에서 배양한 T. denticola

ATCC 35405의 형광의 수치가 훨씬 크게 관찰되었다. T.

denticola ATCC 35405를 NOS와 TYGVS에 각각 배양

하여 비교한 결과 NOS에서 배양한 경우가 TYGVS에

배양한 경우 보다 더 높게 labeling됨을 관찰 할 수 있

었다(data not shown). 그러나 T. vincentii LA-1은 NOS

배지에서는 잘 자라지 않아 배지의 차이에 따른 labeling

정도의 차이는 비교할 수 없었다. 본 연구에서는 형광 지

방산인 OAF를 사용하여, 외막의 소수성 부분까지의 삽

입을 확인하기 위하여, 4회에 걸친 세척 횟수에 따른 실

험을 하였다. 세척에 따른 형광의 수치가 차이가 없는 것

으로 보아 형광 지방산이 세균의 외막에 단순히 묻어 있

는 것이 아니라 소수성인 막 안으로 안정적으로 삽입했

음을 알 수 있었다. 형광 지방산이 지질 이중층 안으로

활성화되어 침투하는 증거는 배양온도에 따른 형광 변화

에서도 찾을 수 있었다. 36
o
C에서 가장 잘 labeling이 되

Fig 6. Effects of incubation temperature on OAF-labeling of
T. denticola ATCC 35405. OAF was added in log-phase T.
denticola ATCC 35405 culture and incubated for 1 hour at
4
o
C, 25

o
C, 36

o
C respectively. Bacteria were washed twice

with PBS and adjusted to 0.2 in absorbance at 660 nm. The
fluorescence intensity of each specimen was measured with
a fluorescent spectrophotometer. Values indicate means of
duplicate determinations; standard errors of the mean are
indicated by vertical lines. The unit of Y axis is relative
fluorescence unit (RFU).

Fig 7. Observation of OAF-labeled T. denticola ATCC 35405 with
Fluorescent microscope. OAF-labeled T. denticola ATCC 35405
(A) and the E. coli 89E14 (B) were compared. T. denticola ATCC
35405 and E. coli 89E14 were labeled with 1 µg/ml OAF at 36

o
C

for 1 hour, and then washed out twice with PBS.
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는 것으로 관찰되는 것은 지질 이중층이나 온전한 세포

막의 물리적인 구조가 낮은 온도에서는 매우 질서가 잡힌

gel 상태로 존재하는데 이보다 높은 온도에서는 보다 무

질서한 액상결정상태(liquid crystaline)로 온도가 올라감

에 따라 체적이 늘어나며 분자 당 면적이 팽창하고 분자

운동이 증가하여 비극성 용매에 대한 용해도가 증가하는

결과로 생각된다.

T. pallidum과 B. burgdorferi을 이용한 Cox and

Radolf (Cox and Radolf, 2001)의 실험에서도, 본 실험

에서와 유사한 농도인 약 2.0 µg/ml의 OAF 농도에서 T.

pallidum과 B. burgdorferi 모두 완전하게 labeling되는

것으로 관찰 되었다. 여러 연구에 따르면 T. pallidum과

B. burgdorferi는 다른 그람 음성 세균과 외막의 단백질

과 지질의 성분에서 차이를 보인다고 알려져 있다(Belisle

et al., 1994; Radolf et al., 1995a; Radolf et al.,

1995b; Cox et al., 1992). 그중 한가지 주된 차이점은

이들 두 세균은 다른 그람 음성 세균들과는 달리

lipopolysaccharide (LPS)를 지니고 있지 않다는 것이다

(Fraser et al., 1998; Fraser et al., 1997; Radolf et al.,

1995a; Radolf et al., 1995b). LPS는 permeability

barrier를 형성하여 소수성 물질들이 그람음성 세균의 외

막속으로 침투하는 것을 제한한다. 

Cox와 Radolf(Cox and Radolf, 2001)는 T. pallidum

과 B. burgdorferi와 E. coli의 소수성 물질에 대한 상대

적인 투과성을 조사하였다. 이들의 연구에 의하면 실제로

T. pallidum과 B. burgdorferi는 LPS를 지니고 있지 않

아 이들 세균의 외막은 다른 그람 음성 세균들에 비하여

소수성 물질들이 더 쉽게 침투된다고 보고하고 있다. 몇

몇 연구는 treponema종에서 LPS가 발견된다고 보고 하

고 있으며(Beck et al., 1985; Greer and Wannemuehler,

1989; Wannemuehler et al., 1988) 다른 연구자들은 이

구조물을 lipo-oligosaccharide로 분류하고 있고(Brondz et

al., 1991; Livesley et al., 1993; Yotis et al., 1993)

Schultz 등의 연구에 따르면 T. denticola는 새로운 종류

의 외막 lipid를 지니고 있는 것으로 보고하고 있다(Schultz

et al., 1998). 하지만 긴 사슬의 지방산이 T. denticola

에 침투할 때 T. pallidum과 B. burgdorferi의 경우에서

처럼 LPS를 지니고 있지 않아서 더 용이하게 labeling이

되는지에 대해서는 아직 확실하지 않다.

T. pallidum과 B. burgdorferi의 genome에는 알려진

fatty acid transporter를 만들 수 있는 유전자가 존재하

지 않는다고 알려져 있으며(Fraser et al., 1997; Fraser

et al., 1998) 이 두 세균은 long-chain fatty acid의 외

막 운반을 위하여 다른 종류의 기전이 필요하다고 여겨

지고 있다. 이들은 T. pallidum과 B. burgdorferi가 필수

영양소인 지방산을 외막을 통한 passive diffusion에 의

하여 획득하는 것으로 추정하고 있다. 또한 이들은 T.

pallidum의 경우 짧은 길이의 지방산이 긴 사슬의 지방

산보다 침투하기 어려운 이유는, 인체에 존재하는 가장

많은 fatty acid가 oleic acid (C18), palmitic acid

(C18), linoleic acid (C16)으로(Cox and Radolf, 2001)

이들의 섭취를 위하여 환경에 적응한 결과로 설명하고

있으며 구강 spirochete의 경우에도 같은 이유로 설명될

수 있을 것으로 생각된다. 구강 spirochete에도 긴 사슬

의 지방산의 외막 운반을 위한 transporter가 존재하는지

의 여부는 좀 더 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.

본 연구를 통하여 긴 사슬의 지방산이 구강 spirochete

도 labeling 시킬 수 있음을 보였으며, 구강 spirochete의

형광지방산 labeling 방법을 표준화할 수 있었다. 본 실

험의 연구 결과는 형광지방산을 이용하여 쉽게 구강

spirochetes도 표지 할 수 있음을 보였고, 표준화된 labeling

방법은 oral spirochete의 부착 실험 등에 다양한 용도로

이용될 수 있을 것으로 생각된다.
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