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Abstract

The effects of estrogen on normal menopausal vaginal flora

Keun-Hwa Lee' ，Da-Hee Park' ，Young Ree Kim' ，Chul.Min Park' ，Sung yob Kim'

’Departmenl이 Microb。얘y，'벼bα-alory Medicine，and 30bsletric and Gynecol얘ν Jeju NalionalUniversilySch∞101Medicine，Jeμ Korea

A sludy was conducled to determine the e1’ects of estrogen on vaginal 110ra.Ten pOslmenopausal women (57-73 years 01
age)par1icipaled in the study，Vaginal 1Iora were evalua1ed before trealment and after receiving estroge미2 mg/day) for 2
mon1hs. Prior to trealment，4 lactobacilli were 10und in vaginal cullures，whereas alter 2 months 01 lrealment，12 lactobacifli

were found in vaginal Ilora. No side eflects were repOrted. Estrogen -has--the pOtential to be highly uselul.-for restoring -the
vaginal normal Ilora. (J Med Ufe Sci 2009;7:252-254)
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서 론

LBctobaciJfu5 5pecies-는 가임기 및 정상 여성 질 내 다수종으

로 존재하여 괄반 염중방지와 용의 항상성 유지에 중요한 역한올

히는 세균이다 1l 여아의 정우 태어나연서 LBetobaciJfu5 species
가 6주까지 우점종으로 집락획흘 하나 모째에서 받은 에스트로

겐이 감소하연서 La.etobaciJJu5 species대신에 Staphylococcus

species. Streptococcu5 species 그리고 Enterobacteriaceae 퉁

이 나타나는 질 내 세균총의 변화가 일어난다 그러나 사훈기가

되면서 에스트로겐이 생성되연서 사라졌던 LactobaciJJu5

specles가 나타냐게 된다 새로이 나타난 LBetoba 잉11u5 species
는 건강한 여성 빛 가임기의 여성의 젤 내에서 다수의 우점종으

로 존재하여 질 내의 pH플 산성으로 유지시키며， 생식기 감염을

막는 것으로 알려져 있으며 잉신에도 충요한 역함을 하는 것으로

말려져 었다2l

예경기 여성의 경우 LactobaciJfu5 species가 감소하며 이로

인하여 질 내 세균총의 균형이 깨지재 원디~l 따라서 esσ.ogen과
질 내 LBctobacillu5 S야cle양}의상관관계가 있을 것으로 추정이

되지만 이에 대한 직접적인 연구는 열로 없다 이에 예경기 여성
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에서 에스트로겐의 강소로 인한 총상 완화와 효르몬 감소로 인한

위축성칠영 치료블 위해 치료의 목적3로 투여하는 에스트로겐

이 침 내 Lactobacillus species의 변화플 관추껴}보기로했다~l

본 연구에서는 본원 산부인과에 내원한 환자 충 국소 에스트

로겐 푸여윤인 콜백스칠 연죄 캅셀과 경구적 호르온 대체요볍사

용지뜯 대상으로 치료한 환자에서 치료 전과 치료 후의 질 내 상

재균(vagin머 commensal f1ora，특히 매etoba잉lIus species)의

종휴 및 수가 어떻게 변화하는지 살며보고자 한다

채료및방법

1) 시료

본 연구에 사용한 환자의 vaginal swab 수집은 쩨주대학교병

원 산부인과에 내원한 환자 10영(환자군 7영.대조군 3영)에대
해서 환자의 동의틀 구한 후 콸백스젤 연섣 캅생 투여 전과 투여

후 vaginal swab-올 설시하였다

2) 시료 (vaginal swab) 처리

본 연구에서는 vaginal swab시 멸균된 종류수룹 이용S때 희석

시킨 후 희석액에서 질 내 세균의 DNA휠추출 및 분려하였다

3) 질내 세균 DNA 추훌 및 운리

Bead beater phen이 떠BIP) 방법을 이용하여 세균의 DNA툰
추흉하였다 먼저 va밍nal 앤삶을 멸균수로 희석후.TEN bufTer
(매s-HCf 10 mM，EDTA 1 mM. NaCI 100 mM‘pH 8.0)에 부
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유시킨 후에 직경 0.1 mm 초지구(diameter 0，1 mm: Biospec
안。ducts ，Bartlesville ，Okla.，U.S.AJ 100 μe (packing volume)
와 phenol: chloroform: isopropylalcohol (50:49:1) 용액 100 μQ
를 함께 부유시켜 mîni beater 로 1 분간 진당하여 균제를 파쇄하

였다 균 파쇄액은 12000 rpm으로 5분간 원심분리하고 상청액

(100 μQ)을 새로운 tube에 옮긴 후，60 μl의 isopropylalcohol 을

섞고，다시 15000 rpm으로 15분간 원섬 분려하였다 침전물은

70% 에탄올로 세척한 후 TE (pH 8.0，10 mM Tris-HC1 ，1 mM

EDTA) buffer 60 마로 DNA룹 회수하였다4)

4) 중합효소연쇄반응에 의한 세균으1168 rDNA 유전자 증폭

세균의 168 rDNA 를 증폭한 수 있는 forward primer.와
reverse pnmer 을 사용하였다 중합효소연쇄반응은 2 단위의
Taq polymerase ，10 mM 야fI'P ，10 mM ’1'ris-HCl (pH 8.3)，
1.5 mM MgCl2을 포함하는 AccuPower PCR PreMix (Bioneer ，
Korea) 을 이용하였다 주형 DNA 50 ng ，primer 8RPOF1 ，
8RPOR2 각각 20 pmol 넣고，증류수를 최종 부피가 20 μQ가 되
도록 첨가하여 흔합물을 만들었다 중합효소연쇄반응은 first
denature 95"C로 5분， 30 cycle 로 denaturation 95"C 1분
anealing 62"C 45초 extention 72"C 1분 30초，fmal extention

72t 5분으로 수행하였다(Model 9600 thennocycler ，Perkin
Elmer cetus) 중합효소연쇄반응 후，1% agarose gel에 전기 영

몽하여 1，600 bp의 반응산물을 확인하였디4)

ng，primer 1.2 pmol，BigDye Terminator Cycle 8equencing
kit (PE Appied Biosystems) 2 μQ을 섞고‘증류수를 첨가하여 총
부피 10 때로 제조함 반응운 Perkin Elmer Cetus 9600을 사용

하여，95t 10초，60t 10초‘60t 4분으로 25 cycle로 실시하였
다 반응이 끝난 sample 은 에탄올 침전방법으로 DNA를 정제하

였다 즉 증류수 180 띠，3M sodium Acetate 10 띠을 첨가하
여 총 200 μQ로 만든 후，이 혼합울에 2배 부피의 100 % 에탄올

을 첨가하여 잘 섞은 다음 15000 rprn으로 20분간 원심 분리하

여 DNA를 침전시켰다 그 후 70% 에탄올 500 띠을 첨가한 후

15，000 rprn으로 m분간 원심 분리5애 DNA를 세척하였마 그

후 DNA를 Deionized Fonnimîde (PE Appied Biosystems) 로 회

수하였다 이렇게 정제된 DNA를 95t 로 5분간 반응하여 단일가

닥 DNA로 만든 후‘ABI 3100 sysrern을 이용하여 2시간 30분
동안 전기 영동하여 염기서열을 분석하였다

8) 168 rDNA 유전자 염키서열의 배열 분석

지동 염기서열 분석방법에 의해 분석 되어진 168 rDNA 유전
자 염기서열은 DNA8TAR 소프트웨어의 Megalign 프로그랩 및

NCBI의 Blast 를 이용하여 다정렬(multialignment) 및 어떠한 세

균인지를 동정한 후 질 내의 세균 168 rDNA유전자 데이터베이

스를구축하였다

결관i및공찰---~

Table 1. Alternation in vaginal f10ra at treatment
group(n=7)

본 연구에서는 제주대학교병원 산부인과에 내원한 환자에 대

해서 콜맥스질 연질 캅셀 치료 전과 치료 두 탈 후 질 내 상재군

의 변화가 있는지에 대해서 대조군(콜맥스질연질 캅셈을 투여

하지 않은 꾼)3 case와 환자꾼 7 case를 비교 하였다 연구결과

환자군의 경우 Lactobacillus species 의 경우 치료 전 9개에서
12개로 층가하였으며 Veil1onel1a species'는 1개에서 4개로 증가
했으며 치료 전 대조군에서 발견된 Streptococcus species 는 치
료 후에는 확인되지 않았다잉8)，Megasphaera species 는 치료 전
에는 발견되지 않았지만 치료 후 1개가 발견되었디((Table 1) 환

지군 중 콜맥스질 연질 갑셀을 정구 투여한 강3월 환자는 치료

전에는 발견되지 않았던 Lactobacillus speci않가 치료 후에는

Lactobacil1us species(Lactobaci1Jus crispatus ，Lacwbacillus
iners)가 발견이 되었다(Table 2)

5)중합효소연쇄반응 산물의 정제

1.2% gel에 전기영동 후，168 유전자 산불 부위의 젤을 자른

다음 새로운 tube 에 옮겨 DNA을 추출 빛 분리하였다 DNA 추
출 빚 정제는 Qiaex (Qiagen ，Germany) system 을 이용하였다

Gel solubilizing solution QX1 500 때을 gel 을 포함한 tube 에
침가한 후 50t 에 15분간 방치하여 gel을 완전히 녹였다 그 후

gel bead를 10μP을 첨가하여 완전히 섞은 후에 50t 에 15분간
방치하였다 그 사이 1분 간격으로 tube 를 10초씩 vortex 를 수행
하여 bead가 골고루 퍼지도록 하였다 이 후 QXl으로 l변，QF
로 2번 세척한 후 45t 에서 10분간 말린 후 TE buffer 20 μQ로

DNA을회수하였다

6)TA 클로닝

회수한 168 rDNA산물에 어떼한 종류의 세균의 168 rDNA유
전자가 존재승뜯지 확인하기 위해 TA 클로닝 커트를 이용하여

콜로녕 후 내장균에 형질전환(lr없 sformation) 후 168 rDNA를

회수하였다

7) 자동염기서열 분석

TA 콜로냥，및 대장균에 형질전환 시킨 후 회수한 168 rDNA
유전자는 자풍 염기서열분석법으로분석하였다 지동염기서열 분

석은 젤 elution 산물을 주형 DNA로 시용하였다 주형 DNA 60
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Lactobacillus spp

Veillonella spp

Streptococcus spp

UnculturedMegasphaera spp

Pre-trealment

9

0

A↑ter 2 months 01
trealmen!

12

4

0
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Table 3. Alternation in vaginal flora at non-treatment
group(n~3)
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대조군의 경우 LactobaciJlus species 의 경우 두 달 전에

는 6개，두 당 후에는 4개가 확인이 되었으며 VeiJloneJla
specles 는 4개에서 두 달 후에는 발견되지 않았다

Aerococcus species 5개가 층가했으며， Megasphaera
specles 는 두 탈 후에 1개가 발견되었 q(Table 3)
이러한 연구결과는 콜맥스질 연질 캅셀을 치료한 환자군의

경우 대조군 보다 낮은 비율이지만 Lactobacil1us species 가
증가함을 보여준다 특히 경구로 치료한 강。월 환자의 경우에

서는 LactobaciIlus species 가 높은 비율로 증가를 하였다5-8)

또한 무산소균 그람 양성균으로 정상인의 구강，상기도，

질에서 발견 되는 VeiJIonella species 균이 치료 후 증가하

였다 따라서 질 내에서 잠재적 끼회 감염균의 집락화를 막

는데 중요한 역할을 하는 LactobaciJli species 가 콜맥스짙

연질 캅셀 치료 후에 낮은 비율 1 이지만 증가함을 보여주는

결과로서 앞으로 보다 많은 연구를 통하여 따라서 폐경기 여

성에 대한 호르몬 치료 시 질 내 1상재균을 회복시킬 수 있는

중요한 임상적 지표를 마련하는 는거가 될 것으로 생각된다

또한 비병원성 세균으로 얄려져 있지만 치료 후 증가한

Veil10nella species 에 대해서도 보다 많은 연구가 있어야
할 것이다9-1이
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