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장내세균 5종의 Endotoxin 정량 비교

권필승

원광보건대학교 임상병리과

Endotoxin, also known as lipopolysaccharide (LPS) produced by the cell wall of gram negative 
bacteria can be present in any liquid or on any biomaterial. Endotoxin in blood can cause fever and 
inflammation. In this study, we compared bacterial endotoxin using Escherichia coli O157:H7, 
Klebsiella oxytoca, Salmonella Typhi, Shigella sonnei and Morganella morganii. Bacteria were 
cultured for use in the experiment, and diluted to 1.5×108 CFU/mL. A check marked sensitivity 
confirmatory test of the Limulus amebocyte lysate (LAL) reagent was performed to examine the 
validity. The end point reaction to each bacteria sample was confirmed with 10 fold dilution and 
then the final reaction end point was confirmed by 2 fold dilution between the dilution step and the 
upper dilution step. According to the results, in detection of endotoxins in more than 0.015 EU/mL, 
E. coli O157 was 75∼37.5 CFU/mL, K. oxytoca 37.5∼18.75 CFU/mL, M. morganii and S. Typhi 
3.75∼1.875 CFU/mL, and S. sonnei  7.5∼3.75 CFU/mL. The resulting value was finally ensured by 
a confirmation test for the inhibitory factor. Based on this study, conduct of further research on 
bacterial endotoxin is encouraged.
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서  론

Lipopolysaccharide (LPS)는 그람음성 세균의 세포벽의 바깥쪽 

구성성분 중 하나이며[1], 친수성의 O-specific polysaccharide와 

core oligosaccharide, 소수성의 lipid A로 구성되어 있다. 이러한 

LPS는 세균의 사멸로 인하여 세포벽이 파괴되었을 때 방출되며 세

균 내독소(endotoxin)라고 불리울 만큼 생체 내에서 pathogen으

로 작용이 된다. 가장 두드러지는 증상으로는 혈관 내로 침투되었을 

때 발열을 일으키는 것이다. 단핵구와 대식세포가 탐식작용을 통하

여 LPS를 분해하고 이때 방출되는 interleukin-1은 임파구를 통하

여 시상하부의 체온조절 중추를 자극하여 발열반응을 유도시키는 

것이다[2]. 또한 LPS는 치사성 쇼크, 체중감소, macrophage 활성

화 등의 다양한 증상을 일으키기도 한다[3-5]. LPS는 200oC까지도 

변성되지 않을 만큼 화학적으로 열에 매우 안정한 구조를 가지고 있

어 일반적인 고온고압증기멸균에 의해 제거되지 않는다. 단 알칼리 

용액에서는 불활성화가 가능하다[6]. 제약회사에서는 의약품의 

LPS를 검출하는 방법으로 주로 토끼를 이용하여 항문의 체온을 측

정하는 pyrogen test를 이용해왔으나 1960년대부터는 투구 게의 

혈구성분 중 하나인 Limulus amebocyte lysate (LAL)이 LPS에 특

이적으로 반응한다는 특성을 이용하여 정량하는 LAL test가 개발되

었다. LAL test는 기존의 토끼를 이용한 발열성 시험보다 경제성이 

높고 감도가 우수하며 신속하고 정량이 가능하다는 점으로 인하여 
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Fig. 1. Determination of the gel clot endotoxin test. (A) Negative 
and (B) positive.

점차 발열성 시험을 대체할 수 있는 시험으로 대두되고 있다[7-9]. 

본 연구에서는 병원성이 있는 그람음성 막대균 중 장내세균인 

Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157), Klebsiella oxytoca, 

Salmonella Typhi, Shigella sonnei, Morganella morganii를 사용

하였다. E. coli O157은 출혈성 장염의 원인균이며 미국 Oregon주 

등에서 햄버거를 매개체로 발생한 집단 식중독을 일으킨 균이다

[10]. 혈전성 혈소판감소증 등의 증상을 보이는 용혈성 요독증후군

의 원인균으로 유아에게 감염이 특히 문제시 된다[11]. K. oxytoca

는 폐렴 및 요로감염증 등의 질병을 야기시키는 균으로 여러 항생제

에 강한 내성을 가지고 있다. 또한 E. coli에 이어 두 번째로 많이 감염

이 되는 균으로 알려져 있으며 요로감염증의 17%까지 차지하기도 

한다. 이러한 Klebsiella spp.는 물, 토양, 식물 등의 보편적인 환경

에서 발견이 되지만 척추동물에서도 발견이 되는 매우 흔한 균이다

[12]. S. Typhi는 사람을 유일한 숙주로 하는 장티프스의 원인균으

로 열과 복통이 온몸에 걸쳐 나타나는 증상을 보인다[13]. S. sonnei

는 이질균으로 알려져 있으며 감염초기에 대부분의 환자에서 수양

성 설사를 일으키기도 하는데 일반적으로 건강한 성인에서는 자연

치유 된다[14]. M. morganii는 주로 요로 감염을 일으킨다. 중추신

경계 감염을 일으키는 경우는 극히 드물며 면역이 저하되거나 신생

아에서의 감염이 보고되어 있다[15-17]. 이러한 장내세균들은 모

두 그람음성 세균이기에 endotoxin을 보유하고 있지만, 그 정도에 

대한 차이에 대하여는 아직까지 보고된 바가 없다. 본 연구를 통하여 

장내세균들의 endotoxin 보유량을 측정하고 비교하려 한다.

재료 및 방법

1. 검체준비

대상균주인 E. coli O157, K. oxytoca, S. Typhi, S. sonnei, M. 

morganii는 모두 단국대학교병원 미생물검사실에서 VITEK II 시

스템(bioMerieux, Marcyl’Etoile, France)으로 동정된 균주를 사

용하였다. 초저온 냉동고에 보관된 균주를 꺼내어 실온이 되도록 

녹인 후 MacConkey agar에 도말 한 후 산소성 incubater (Jeio 

Tech, MA, USA) 35oC에서 24시간 동안 배양하고 생성된 집락 1개

를 취하여 Mueller-Hinton broth (Difco, MI, USA) 2 mL에 현탁 

시켰다. 1.5×108 CFU/mL가 되는 0.5 MacFarland 표준값을 

VITEK사의 densicheck으로 측정하여 모든 균주의 농도를 보정하

였다. 동일한 농도로 보정한 균주들은 모두 Heating block 100oC

로 균체를 사멸시켜 세포벽내의 LPS가 방출되게끔 하였다.

2. LAL 시약의 표시감도 확인시험

본 연구에서 사용되어진 LAL 시약(Charles liver, Califonia, 

USA)의 표시감도인 0.015 EU/mL의 표시감도를 확인하기 위하여 

Control standard endotoxin (CSE)를 LAL reagent water (LRW)

로 0.03, 0.015, 0.00725, 0.00375 EU/mL로 희석하였다. 희석된 

용액을 pyrogen free로 확인된 유리관으로 옮긴 후 각각의 희석액 

100 L에 동량의 LAL 시약을 첨가하고 Heating block을 이용하여 

37oC로 60분간 유지한 후 유리관을 진동이 없게끔 조심스레 180o

로 돌려 내용물을 관찰하였다. 흘러내리지 않는 견고한 겔이 형성

되어 있을 때 양성으로 판정하였다(Fig. 1). 총 4회 실험하여 검증하

였으며 매회 시험에서 0.00375 EU/mL만 모두 음성을 나타낼 경우 

본 시험은 유효한 것으로 하였다.

3. Endotoxin 정량시험

각 세균들을 10 fold dilution하여 1차 시험을 진행하였다. 정량

시험을 위한 검액인 첫번째 군은 유리관에 10 fold dilution한 각 샘

플들 100 L와 동량의 0.015 EU/mL의 감도를 가진 LAL시약을 넣

었다. 두번째 군은 양성대조군으로 첫번째 군과 동일한 상태에서 

0.015 EU/mL의 CSE를 첨가하였다. 세번째 군은 음성대조군으로 

LRW에 동량의 LAL 시약을 첨가하였다. 37oC에서 60분간 반응시

킨 후 두번째 군의 결과가 모두 양성이고 세번째 군의 결과가 모두 

음성일 때 유효한 시험으로 하였으며 1차 시험 후 정확하게 겔화를 

보인 농도부터 그 이전 농도까지를 2 fold dilution하여 동일한 방

법으로 2차 시험을 진행하여 최종 농도를 확인하였다. 모든 실험은 

2회 반복시험 하였고 2회에서 결과가 차이가 있을 경우 재시험을 

실시하였다.

4. 반응간섭인자 시험

검액에 대하여 반응을 촉진 또는 저해하는 인자의 유무를 조사

하기 위하여 반응간섭인자 시험을 진행하였다. 반응간섭인자 시험

을 위한 첫번째 군은 음성대조군으로 정량시험에서 최종 설정된 반

응 end point 농도의 시액 100 L와 동량의 LAL시약만을 첨가하
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Table 2. The primary quantitative testsof endotoxin

Bacteria concentration 
(CFU/mL)

Positive 
control

Reaction

E. Coli O157+LAL 
reagent

1.5×108
∼1.5×102 Positive Positive

1.5×101 Positive Negative
K. oxytoca+LAL 

reagent
1.5×108

∼1.5×102 Positive Positive
1.5×101 Positive Negative

M. morganii+LAL 
reagent

1.5×108∼1.5×101 Positive Positive
1.5×100 Positive Negative

S. Typhi+LAL 
reagent

1.5×108
∼1.5×101 Positive Positive

1.5×100 Positive Negative
S. sonnei+LAL 

reagent
1.5×108

∼1.5×101 Positive Positive
1.5×100 Positive Negative

RLW+LAL reagent 0 Positive Negative

Abbreviation: CFU, colony forming units; LAL, limulus amebocyte 
lysate; LRW, LAL reagent water.

Table 1. Check marked sensitivity test

CSE concentration (EU/mL) Reaction

CSE+LAL reagent 0.03 Positive
0.015 Positive
0.00725 Negative
0.00375 Negative

LRW+LAL regent 0 Negative

Abbreviation: CSE, control standard endotoxin; LAL, limulus 
amebocyte lysate; LRW, LAL reagent water.

Table 3. The second quantitative tests of endotoxin

Bacteria concentration 
(CFU/mL)

Positive 
control

Reaction

E. Coli O157+LAL 
reagent

  7.5×101 Positive Positive
 3.75×101 Positive Negative

K. oxytoca+LAL 
reagent

  7.5×101 Positive Positive
 3.75×101 Positive Negative

M. morganii+LAL 
reagent

  7.5×100∼3.75×100 Positive Positive
1.875×100 Positive Negative

S. Typhi+LAL 
reagent

  7.5×100
∼3.75×100 Positive Positive

1.875×100 Positive Negative
S. sonnei+LAL 

reagent
  7.5×100 Positive Positive
 3.75×100 Positive Negative

RLW+LAL reagent 0 Positive Negative

See Table 2.

였다. 반응간섭인자 시험을 위한 CSE를 첨가한 두번째 군은 0.03 

EU/mL의 CSE와 검액을 섞은 후 2, 4, 8배 희석하고 각각의 용액 

100 L에 동량의 LAL시약을 넣었다. 세번째 군은 LRW 100 L와 

동량의 LAL시약을 넣었다. 모든 37oC에서 60분간 반응시킨 후 첫

번째 군과 세번째 군이 모두 음성을 나타내고 두번째 군의 시험결

과가 0.00375∼0.03 EU/mL의 범위에 있을 때 검액의 반응간섭인

자가 존재하지 않는 것으로 판정하였다.

결  과

1. LAL 시약의 표시감도 확인시험

본 연구에서 사용되어진 LAL 시약의 표시감도를 확인하기 위하

여 본 시험을 진행하였다. LAL 표기시약의 표시감도는 표기대로 

0.015 EU/mL이었으며 LRW는 오염되지 않은 것을 확인하였다

(Table 1).

2. Endotoxin 정량시험

1차시험 결과 각 균주는 모두 최초 원액에서 107배 희석한 

1.5×102 CFU/mL 농도에서는 모두 양성반응으로 0.015 EU/mL

이상의 endotoxin 함유량을 확인하였고 108배 희석한 1.5×101 

CFU/mL의 농도에서는 E. coli O157와 K. oxytoca는 음성 반응을 

보였지만, M. morganii, S. Typhi, S. sonnei는 양성 반응을 보였

다. 이에 M. morganii, S. Typhi, S. sonnei는 109배 희석하여 

1.5×100 CFU/mL에서의 결과 값을 확인한 결과 모두 음성반응을 

보였다. 결론적으로 M. morganii, S. Typhi, S. sonnei 각각의 균주 

0.15∼1.5 CFU/mL가 0.015 EU/mL의 endotoxin을 보유하고 있

으며 E. coli O157와 K. oxytoca는 1.5∼15 CFU/mL가 0.015 

EU/mL의 endotoxin을 보유하고 있었다. 2회 반복시험 모두 동일

한 결과를 보였다(Table 2). 2차시험은 1차시험결과를 토대로 설정

된 범위에서 2 fold dilution을 진행하여 시험을 실시하였다. E. coli 

O157와 K. oxytoca는 7.5×101, 3.75×101, 1.875×101 

CFU/mL의 농도로 진행하였으며 M. morganii, S. Typhi, S. 

sonnei는 7.5 ×100, 3.75×100, 1.875×100 CFU/mL의 농도로 

진행하였다. E. coli O157은 3.75×101 CFU/mL이 반응 end 

point로 음성반응을 보였고, K. oxytoca는 1.875×101 CFU/mL, 

M. morganii와 S. Typhi는 1.875×100 CFU/mL, S. sonnei는 

3.75×100 CFU/mL이 반응 end point로 음성반응을 보였다

(Table 3). E. coli O157은 75∼37.5 CFU/mL, K. oxytoca는 37.5

∼18.75 CFU/mL, M. morganii와 S. Typhi는 3.75∼1.875 

CFU/mL, S. sonnei는 7.5∼3.75 CFU/mL가 0.015 EU/mL의 

endotoxin을 보유하고 있었다(Fig. 2).

3. 반응간섭인자 시험

0.015 EU/mL의 감도를 가지는 LAL 시약과 각각의 세균의 반응 

end point 농도에서 간섭되는 인자에 대한 확인시험을 진행하였다. 

해당 균주의 반응 end point농도에 CSE를 농도별(0.03, 0.015, 

0.0725, 0.0375 EU/mL)로 첨가 한 후 LAL 시약을 동량 처리하여 반

응시켰다. 모든 시험에서 정해진 시약의 감도대로 결과를 보여 각 균

주들은 반응에 간섭되는 인자는 없는 것을 확인하였다(Table 4).
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Fig. 2. Comparison of end point each bacteria.

Table 4. Reaction interference factor test

CSE concentration 
(EU/mL)

Reaction

E. Coli O157 (3.75×101 
CFU/mL)+LAL reagent

0 Negative
0.03 positive
0.015 Positive
0.0725 Negative
0.0375 Negative

K. oxytoca (3.75×101 
CFU/mL)+LAL reagent

0 Negative
0.03 Positive
0.015 Positive
0.0725 Negative
0.0375 Negative

M. morganii (1.875×100 
CFU/mL)+LAL reagent

0 Negative
0.03 Positive
0.015 Positive
0.0725 Negative
0.0375 Negative

S. Typhi (1.875×100 
CFU/mL)+LAL reagent

0 Negative
0.03 Positive
0.015 Positive
0.0725 Negative
0.0375 Negative

S. sonnei (3.75×100 
CFU/mL)+LAL reagent

0 Negative
0.03 Positive
0.015 Positive
0.0725 Negative
0.0375 Negative

RLW+LAL reagent 0 Negative

See Table 2.

고  찰

일반적으로 endotoxin을 확인하는 LAL 시약은 gel 형성 여부에 

따라 판정하는 gel clot법과 gel이 형성되면서 변화되는 탁도를 측

정하는 비탁법, 응고효소에 의해 기질로부터 유리되는 발색을 측정

하는 비색법이 있다. Gel clot법은 시약과 Heating block으로만 시

험이 가능하여 간편하고 경제적이지만 gel화의 정도에 대한 판정

이 불분명하고 정량시험을 위해서는 많은 시험을 진행해야 한다는 

단점이 있다. 비탁법은 일정시간 내에 도달하는 최종 탁도를 측정

하는 end-point 비탁법과 특정 탁도로 도달되는데 필요한 시간을 

측정하는 kinetic 비탁법이 있다. 비색법 역시 비탁법과 동일하게 

최종 탁도를 측정하거나 특정 탁도로 도달되는 데에 필요한 시간을 

측정하는 방법들이 있다. 비색법과 비탁법은 정확도가 높고 정량시

험을 하기에는 적합하지만 측정을 위하여 정해진 장비를 사용하여

야 하기 때문에 경제적이지는 못하며 전처리에 번거로움이 있어 간

편하지 못하다. 세균의 내독소가 투구 게의 혈구성분인 LAL와 만나

면 serine protease zymogen 들이 효소반응을 시작하고 

Amebocyte coagulogen을 변화시켜 coagulin gel을 생성한다. 

또한 limulus clotting enzyme의 LPS 매게 활성을 조절한다[18]. 

하지만 다른 각도에서 보면 LAL시약이 LPS이외에도 다른 특정물

질들과 반응될 수도 있다는 것이 보고되고 있다[18-20]. 본 연구에

서는 간편하며 경제적인 방법인 gel clot법을 사용하였다. 본 연구

는 직접적으로 세균에 대하여 검사한 것이므로 외부 간섭인자가 거

의 없었다. 하지만 혈청에서 세균내독소를 검사할 경우에는 여러가

지 matrix effect로 인하여 검사에 오류를 줄 수 있어 내독소가 단백

질이 변성되는 고열에서 안정하다는 특성을 이용하여 80oC로 가열

한 후 검사를 진행한다. 이러한 처리만으로도 부족하여 100oC로 끓

인 후 원심분리하여 검사하는 방법도 보고되어 있다[21]. 하지만 세

균내독소의 검사에 대한 연구는 국내외에 아직까지 많지 않기에 좀 

더 확실한 연구와 kit 개발이 시급한 실정이다. 측정결과 E. coli 

O157와 K. oxytoca는 각각 75∼37.5 CFU/mL, 37.5∼18.75 

CFU/mL의 농도일 때 0.015 EU/mL 이상의 endotoxin을 보유하

였다. 나머지 M. morganii, S. Typhi, S. sonnei에 비하여 현저히 적

은 endotoxin을 보유하고 있어 LAL 반응에 대한 end point가 높다

는 결과를 보인 것은 괄목할 만 하다. 이 두 군의 특징을 살펴보면 공

통점으로는 장내세균이고, 그람음성막대균이라는 것이며 차이점 

중 두드러지는 특징으로는 E. coli O157와 K. oxytoca는 다른 세

균들과는 달리 유당분해 세균이라는 것이다. E. coli O157와 K. 

oxytoca는 대표적인 유당분해 세균이기 때문에 lac Y 유전자를 가

지고 있으며 이로 인하여 galactoside permease를 생성한다. 이렇

게 생성된 효소를 이용하여 유당을 세포질로 유입시키게 된다. 이

렇게 유당분해를 위해 이들의 세포벽에 자리잡은 galactoside 

permease와 LPS는 모두 세포벽에 존재한다. 또 M단백질이 막단

백질 중 2∼4%정도로 높은 비율로 차지하고 있다는 점에서 보면 충

분히 상관관계가 있을 수도 있다고 사료된다. 아직까지 이 두 가지 

물질에 대한 상관성에 대한 연구된 바는 전무하다. In vitro나 in 

vivo 실험에서 대식세포를 이용하여 염증을 유발시키는 경우에도 
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상용화된 LPS를 사용한다[22,23]. 이만큼 LPS가 생체 내에서 즉각

적으로 반응을 보이기 때문이고 그만큼 위험하다는 것이다. 더욱이 

병원성 세균의 경우에는 세균자체의 고유 병원성에 합병증으로 발

전할 수도 있기 때문에 충분한 주의가 필요하다. 세균내독소인 LPS

에 대한 연구는 앞으로도 큰 숙제로 남아 있으며 본 연구가 세균의 

균종별 병원성 연구의 한 부분으로서 지속적인 연구의 계기가 될 

수 있기를 기원한다.

요  약

세균내독소는 lipopolysaccharide (LPS)라고 불리우며, 그람음

성 세균의 세포벽에 존재하는 물질로 어느 생체재료나 액체에 존재

할 수 있다. 세균내독소가 혈액으로 침투되면 발열 및 염증을 유발

시킨다. 본 연구에서는 장내 그람음성세균인 Escherichia coli 

O157:H7, Klebsiella oxytoca, Salmonella Typhi, Shigella 

sonnei, Morganella morganii의 LPS 양을 비교하려 하였다. 각 세

균은 배양한 후 1.5×108 CFU/mL 농도로 희석하여 동일한 농도로 

하였으며 실험의 정당성을 위하여 LAL시약의 표시감도확인시험

을 진행하였다. 10 fold dilution 후 1차 시험을 하여 각 균의 반응

end point를 확인하고 바로 윗단계 희석배수 사이에서 2 fold 

dilution하여 균의 최종 반응 end point를 확인하였다. 결과적으로 

E. coli O157은 75∼37.5 CFU/mL, K. oxytoca는 37.5∼18.75 

CFU/mL, M. morganii와 S. Typhi는 3.75∼1.875 CFU/mL, S. 

sonnei는 7.5∼3.75 CFU/mL에서 0.015 EU/mL 이상의 

endotoxin이 검출되었다. 최종적으로 억제인자에 대한 확인시험

을 진행하여 결과값을 보증하였다. 본 연구를 통하여 세균내독소에 

대한 추가적인 연구가 지속되기를 기원한다.
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