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Halitosis is caused by consumption of certain foods or 
drinks and production of volatile sulfur compounds (VSCs) 
by periodontopathogens. VSCs-related halitosis is not 
easily removed using mechanical or chemical therapies 
such as dental floss, plaque control and mouth rinse. 
Lactobacillus are known to be probiotics and stimulate 
immune systems of human. Furthermore, L. casei ATCC 
334 and L. rhamnosus GG have an effect on protection of 
dental caries in vitro studies. The aim of this study was to 
investigate effect of Lactobacillus on halitosis by 
Fusobacterium nucleatum- and Porphyromonas gingivalis- 
producing VSCs and to analyze inhibitory mechanism. The 
periodontopathogens were cultivated in the presence or the 
absence Lactobacillus, and the level of VSCs was measured 
by gas chromatograph. For analysis of inhibitory 
mechanisms, the susceptibility assay of the spent culture 
medium of Lactobacillus against F. nucleatum and P. 
gingivalis was investigated. Also, the spent culture medium 
of Lactobacillus and periodontopathogens were mixed, and 
the emission of VSCs from the spent culture medium was 
measured by gas chromatograph. L. casei and L. rhamnosus 

significantly reduced production of VSCs. L. casei and L. 
rhamnosus exhibited strong antibacterial activity against F. 
nucleatum and P. gingivalis. The spent culture medium of 
L. casei inhibited to emit gaseous hydrogen sulfide, methyl 
mercaptan and dimethyl sulfide from the spent culture 
medium of periodontopathogens. However, the spent 
medium of L. rhamnosus repressed only dimethyl sulfide. 
L. casei ATCC 334 may improve halitosis by growth 
inhibition of periodontopathogens and reduction of VSCs 
emission.
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서  론

구취는 구강 또는 비강을 통하여 나오는 불쾌한 냄새

로 정의되며, 원인으로는 호흡기계, 위장관계 및 기타 전

신 질환과 관련된 구취와, 치아우식증, 치주질환, 불량 보

철물 및 정상적인 타액 분비가 안 되는 구강 내 원인들이

다[1]. 구강 내 원인에 의한 구취환자가 많은 부분을 차지

하며, 구강 내 구취 원인을 보면 구강세균에 의한 원인과 

생리적인 원인으로 나눌 수 있다[2,3]. 이중에 구취환자의 

80%정도가 구강세균에 의한 음식물 부패로부터 휘발성 

황화합물 생성이 기인하는 것으로 알려졌다[4]. 휘발성 

황 화합물은 주로 혐기성 세균에 의해서 발생되며, 황을 

함유하는 cysteine과 methionine같은 아미노산이 포함된 단

백질이 효소에 의해서 분해될 때 생성되는 것으로 보고되

고 있다[5]. Cystein에서 수산화황(H2S)이 만들어지고, 
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methionine에 의해서 유화메틸(CH3SH), 디메틸설파이드

((CH3)2S)이 생성된다. Porphyromonas gingivalis는 그람음

성 혐기성 세균이며, benzoyl-DL-arginine-naphthylamide 
(BANA) 시험 양성 세균으로 많은 종류의 효소를 갖고 있

다[6]. 이 효소 중에 트립신유사 효소(trypsin-like enzyme)
에 의해서 휘발성 황화합물인 수산화황, 유화메틸, 디메

틸설파이드를 생성한다[7,8]. Fusobacterium nucleatum 또

한, cystein과 methionine을 이용하여 휘발성 황화합물을 

만드는 것으로 알려져 있다[9,10]. 
프로바이오틱은 살아있는 미생물로 사람의 건강에 이

로운 영향을 주는 세균으로[11], 이 세균을 이용하여 사람

의 건강 유지와 이 세균의 특징에 대한 연구가 활발히 이

루어지고 있다. 프로바이오틱 중에 lactobacilli는 병원성 

세균으로부터 사람을 보호해주며, 선천 면역을 자극하는 

것에 의해서 건강을 유지시키는데 중요한 역할을 한다

[12,13]. L. casei 및 L. rhamnosus는 항균제제를 분비하는 

것과 면역체계의 자극에 의해서 장관계 건강에 가장 효과

적으로 보고되었다[14,15]. 또한 치아우식에 대해서도 예

방효과가 있는 것으로 알려졌다[16,17]. 
이 연구의 목적은 구강건강에 도움을 주는 L. casei 및 

L. rhamnosus가 치주원인균인 F. nucleatum과 P. gingivalis
의 휘발성 황화합물 생성에 어떠한 영향을 미치는지 조사

하고 메커니즘을 분석하는데 있다. 

재료 및 방법

세균 및 세균 배양
본 실험에 사용된 균주로는 구취유발 관련 세균으로 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, 및 Fusobacterium 
nucleatum ATCC 25586을 사용하였으며 Brain heart 
infusion (BHI; BD bioscience, San Jose, CA, USA)에 헤

민(hemin; 5 ug/ml) 및 비타민 K (0.2 ug/ml)를 첨가한 배

지를 이용하여 37℃, 혐기상태 (H2 5%, CO2 10% 및 N2 
85%)에서 배양하였다. 프로바이오틱스로는 Lactobacillus 
casei ATCC 334 및 Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 
53103)을 사용하였으며, Man Rogosa and Sharpe (MRS; 
BD bioscience, San Jose, CA, USA)배지를 이용하여 3
7℃에서 배양하였다. 

프로바이오틱스의 항균활성도 측정
L. casei 및 L. rhamnosus를 배양 후, 7,000 x g에서 10

분간 원심분리하여 얻은 상층액을 갖고 항균력 시험을 

수행하였다. 항균 감수성 시험은 Clinical Laboratory 
Standard Institute (CLSI)의 방법대로 수행하였다[18]. 헤

민과 비타민 K를 첨가한 BHI (180 μl)를 96-well 폴리

스티렌 배양접시(SPL Lifescience, Gyeonggi)의 각 well에 

분주하고 두 프로바이오틱스 세균 배양액 (180 μl)을 

첫 번째 well에 넣고 다채널피펫을 이용하여 두 배씩 연

속희석을 한다. 37℃ 혐기상태에서 36시간 배양 후 흡광 

광도계를 이용하여 600nm에서 흡광도를 측정하였다. 

휘발성 황 화합물 측정
F. nucleatum 및 P. gingivalis를 프로바이오틱스와 혼합 

또는 단독 배양 후, 세균 배양액 1 ml를 깨끗한 50 ml 원추

튜브에 옮겼다. 또한 휘발성 황 화합물 억제 메커니즘을 조

사하기 위해서, 프로바이오틱 세균을 배양액을 7,000 x g에
서 10분간 원심분리하고 상층액을 분리하고 이를 0.22 um 
폴리비닐릴플로라이드 필터(PVDF; Millipore co., Belleica, 
MA, USA)로 여과멸균을 수행하고, 프로바이오틱 침전물

은 인산완충용액으로 세척후 4℃에 보관하였다. 여과멸균

한 프로바이오틱 배양액 및 프로바이오틱 세균을 F. 
nucleatum 및 P. gingivalis의 배양액과 혼합하고 깨끗한 50 
ml 원추튜브에 옮긴다. 5분간 실온에서 방치 후, 용액표면 

바로 위에 있는 공기를 10 ml 주사기를 이용하여 얻었다. 
1 ml 눈금까지 주사기를 누르고 다시 10 ml 눈금까지 당겨

서 공기를 희석한다. 그 후 가스 크로마토그래프(Oral 
chromaTM; FIS Inc., Itami, Hyogo, Japan)을 이용하여 황화수

소(H2S), 유화메틸(CH3SH) 및 디메틸설파이드((CH3)2S)를 

측정하였다. 

통계학적 유의성 검사
대조군과 실험군의 통계학적 유의성 검사는 SPSS 10 

(SPSS Inc., Chicago, IL)을 사용하고 Mann-whitney 및 

U-test를 이용하여 분석하였다. P 수치는 0.05 미만일 때 

통계학적 유의성이 있다고 고려되었다. 

결  과

치주병원균에 의한 황화합물 생성에서 프로바이오틱
의 효과

치주병원균에 의한 황화합물 생성 시 프로바이오틱스

의 효과를 조사하기 위하여 혼합배양을 실시하였다. 치주

병원균인 F. nucleatum 및 P. gingivalis를 프로바이오틱스

와 혼합 또는 단독배양 후, 휘발성 황 화합물을 가스 크

로마토그래프로 측정하였다. L. casei와 L. rhamnosus, 두 

프로바이오틱스 모두 치주병원균에 의한 황화합물 생성

을 유의성 있게 억제시켰다(Fig. 1). L. rhamnosus에 비해 

L. casei가 두 치주병원균에 의한 황화합물의 생성을 더 
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Fig. 1. Reductive effect of probiotics on oral malodor induced by periodontopathogens. F. nucleatum or P. gingivalis were cultivated 
in the presence or the absence of probiotics, and then VSCs was collected using syringe above the bacterial suspensions. The level of 
VSCs was measured by gas chromatograph (Oral chromaTM). The level of VSCs was expressed with histogram. 

Table 1. Production of VSCs by periodontopathogens with or without probiotics

Samples
Volatile sulfur compounds (bpp)

H2S CH3SH (CH3)2S

F. nucleatum

None 31.75 ± 9.17 1648.25 ± 236.18 29.16 ± 7.16
+L. casei 6.25 ± 3.68 33.5 ± 6.13 4.34 ± 0.81
+L. rhamnosus 12.5 ± 1.29 293.5 ± 34.00 12.62 ± 3.46

P. gingivalis

None 41.75 ± 12.44 2023.16 ± 148.32 43.52 ± 11.32
+L. casei 6.32 ± 5.14 14.64 ± 3.65 5.32 ± 2.44
+L. rhamnosus 15.52 ± 3.24 314.25 ± 46.37 13.22 ± 4.32

The data value are expressed as mean±SD

많이 억제시켰다(Table 1). L. casei의 경우 세가지 황화합

물에 대하여 적게는 대략 20% (H2S)에서 많게는 2% 
(CH3SH)까지 감소시켰으며, L. rhamnosus는 대략 40% 
(H2S)에서 15% (CH3SH)까지 감소시켰다. 

프로바이오틱의 항균활성도 검사
L. casei와 L. rhamnosus에 의한 황화합물 생성 억제가 

차이가 났다. 그래서 메커니즘을 조사하기 위해서, 치주

병원균의 성장 억제에 의해서 황화합물의 생성을 억제하

는지 조사하기 위해서 프로바이오틱스의 배양액으로 항

균활성도 검사를 수행하였다. CLSI에서 추천하는 방법으

로 항균활성도를 수행한 결과 L. casei 및 L. rhamnosus는 

F. nucleatum과 P. gingivalis에 대하여 각각 배양액 12.5% 
및 6.25%에서 항균활성을 나타내었다(Fig. 2). 그러나 두 

프로바이오틱스에 대한 항균활성도의 차이는 보이지 않

았다. 

L. casei 배양액에 의한 황화합물 억제
두 프로바이오틱스는 치주병원균의 황화합물 생성에 

대한 억제 차이를 보였지만, 항균활성도에서는 차이를 

보이지 않았다. 그래서 프로바이오틱스 배양액을 치주병

원균 배양액을 혼합하고 휘발성 황화합물을 측정하였다. 
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Fig. 2. Antibacterial activity of probiotics against 
periodontopathogens. After cultivation of probiotics, the spent 
culture media were collected by centrifugation. The 
periodontopathogens were incubated with the spent culture 
medium of L. casei or L. rhamnosus in the various concentrations. 
The growth of F. nucleatum (A) and P. gingivalis (B) were 
measured by spectrophotometer at 600 nm. The experiments were 
performed in triplicate and the representative data are shown. * 
Statistically significant compared with untreated control bacteria 
(p<0.05). Control group was treated with fresh MRS medium.

Fig. 3. The effect of the spent culture medium of probiotics on 
VSCs emission. The spent culture medium of F. nucleatum 
(A-C) and P. gingivalis (D-F) were mixed with the spent 
culture medium of L. casei and L. rhamnosus. The level of 
VSCs was measured by gas chromatograph (Oral chromaTM). 
The experiments were performed in triplicate and the 
representative data are shown. # Statistically significant 
compared with untreated control bacteria (p<0.05). 

Fig. 3에서 보이는 바와 같이, L. casei의 경우 세 가

지 휘발성 황화합물의 양을 유의성 있게 감소시켰지만, 
L. rhamnosus는 디메틸설파이드만 감소시켰다. 프로바이

틱스 배양 배지에 의한 영향인지 살펴보기 위해서 가상

대조군(mock control)으로 사용하였다. 

고  찰

구취환자 중 대부분이 구강세균에 의한 원인으로 음

식물 섭취 또는 생리적인 작용보다 더 많이 차지하고 

있다[4]. 구취는 구강세균 중 혐기성 세균에 의해서 주

로 발생하며, 이들 세균의 특징은 BANA 시험 양성 세

균들로[8], 트립신 유사 효소를 생성하여 cysteine이나 

methionine이 들어있는 단백질을 분해하여 휘발성 황화

합물을 만든다[19]. 일시적인 구취는 대부분 음식에 의

한 원인이어서 구강가글제를 이용하여 비교적 쉽게 제

거될 수 있지만, 구강혐기성 세균이 관련된 만성 구취는 

세균이 생성한 휘발성 황화합물이 혀 및 치은 열구액에 

침착되면서 지속적으로 발생된다[1,3]. 구취 치료를 위해

서 물리적인 치료방법으로 치실을 사용하거나 화학적인 

방법으로 구강가글제 사용이 일반적이었다[3,5]. 그러나 

최근에는 프로바이오틱 세균인 Streptococcus salivarius 
K12를 이용한 구취치료를 위한 시도가 이루어졌다[20]. 

L. casei와 L. rhamnosus는 프로바오틱 세균으로 최근

에 이 세균들의 사람 면역 및 항균활성도 때문에 여러

가지 질병의 예방 및 치료에 사용되고 있다[12,21]. 특

히, 이 세균을 이용한 요거트를 이용한 임상실험 결과 

치우아식에 예방이 있다고 보고되었다[17]. 그러나 아직 

구취에 대한 연구는 이루지지 않았다. 
본 연구에서 치주병원균인 F. nucleatum과 P. gingivalis

에 의해서 생성되는 휘발성 황화합물에 대해서 L. casei 
및 L. rhamnosus 모두 유의적인 억제효과를 보였다. 치주

원병원균을 L. casei 및 L. rhamnosus와 혼합 또는 단독 배

양하였을 때, 혼합 배양한 곳에서 휘발성 황화합물의 양

이 적게는 20%, 많게는 4%까지 감소된 것을 확인하였으

며, 두 프로바이오틱 중에 L. casei가 휘발성 황화합물 생

성을 좀 더 많이 억제시키는 것으로 나타났다. 이러한 차

이가 lactobacilli가 갖고 있는 항균활성 때문인지 두 프로

바이오틱 세균 배양액을 분리하여 최소억제농도 시험을 

수행한 결과, 두 프로바이오틱 간에 유의적인 차이를 보

이지 않았다. 그래서 차이를 보이는 원인이 다른 메커니

즘에 있을 것이 고려되어, L. casei 및 L. rhamnosus 배양

액과 F. nucleatum 및 P. gingivalis 배양액을 혼합하고 배

양액에서 방출되는 휘발성 황화합물의 양을 측정하였다. 
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그 결과 L. rhamnosus 배양액과 혼합한 용액에서는 수산

화황과 유화메틸만 유의적 감소를 보였지만 L. casei 배양

액과 혼합한 용액에서는 세 가지 휘발성 황화합물에서 유

의적인 감소를 보였다. Sreekumar 등의 연구결과에서 L. 
rhamnosus는 다른 프로바이오틱 세균보다 휘발성 황화합

물 중 수산화황과 유화메틸을 더 많이 생성하지만, 디메

틸설파이드는 적게 생성한다[22]. L. casei의 경우도 휘발

성 황화합물을 생성한다고 보고되고 있지만, 이번 실험에

서 사용한 균주인 L. casei ATCC 334만 유일하게 휘발성 

황화합물을 생성하지 못한다[23]. 결국 두 프로바이오틱 

세균의 배양액을 이용한 실험에서는 L. rhamnosus의 항균

활성에 의해서 치주병원균의 성장을 억제하지만 L. 
rhamnosus 세균 자체가 치주병원균에 의해서 생성시킨 양 

만큼 휘발성 황화합물을 생성하여 차이를 보이지 않은 것

이며, L. casei는 항균활성에 의해서 치주병원균의 성장을 

억제시킬 뿐만 아니라 L. casei가 분비하는 물질이 휘발성 

황화합물에 부착하여 액체로부터 발산을 억제하는 사료

된다. 휘발성 황화합물 생성에 있어서 혼합배양 시에는 

감소되지만 배양액을 혼합하였을 때는 감소하지 않는 결

과를 바탕으로 L. rhamnosus에 의한 휘발성 황화합물 생

성보다 치주병원균에 의한 휘발성 황화합물 생성이 더 많

다는 것이 예측된다. S. salivarious K12는 항균활성에 의

해서 구취를 감소시킨다고 보고되었지만[20], 본 연구에

서 수행한, 배양액을 이용하여 한 실험을 하여야 정확한 

구취 감소효과를 예측할 수 있을 것이다. 
본 연구에서는 기존 구취감소에 사용한 프로바이오틱 

세균이 아닌 새로운 L. casei 및 L. rhamnosus를 이용하여 

구취감소 효과를 체외실험을 통해서 조사하였다. 두 프로

바이오틱 모두 구취감소 효과를 보이지만 L. rhamnosus도 

휘발성 황화합물을 생성하므로, L. casei ATCC 334가 구

취 치료 및 예방을 위한 프로바이오틱 세균으로 더 좋은 

효과가 있을 것으로 사료된다. 
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