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서   론

최근 수산업은 무분별한 포획으로 인한 어족자원의 고갈로 생
산량이 감소하고 있으며, 지속적인 생산량 감소는 잡는 어업에
서 기르는 어업으로 구조적인 변화를 요구하게 되었고, 이로 인
하여 연근해 양식업이 수산물 시장에서 차지하는 비율이 점점 
증가하고 있다(Kim et al., 2008). 양식 수산업의 목적은 짧은 시
간 내 최소한의 비용으로 최대 생산량을 획득하는 것이기 때문
에 대부분 양식장에서는 양식생물을 고밀도로 사육하는 경향이 
있으며, 이로 인하여 양식생물의 스트레스 증가와 사육환경의 
오염 등에 의한 질병의 감염 기회 및 발생 빈도가 증가하고 있다
(Kim et al., 2008; Kim et al., 2014).

1990년도 이후부터 양식수산생물의 대량 폐사가 매년 빈번하
게 보고되고 있으며, 양식어민들은 이러한 피해를 줄이기 위하

여 다양한 종류의 항생제 및 화학물질을 사용하게 되었다(Kim 
et al., 2014). 그러나 항생제의 잦은 사용은 오남용을 초래하고 
이로 인하여 양식생물 체내축적 및 항생제 내성균주 발생 등 
다양한 부작용이 발생하고 있다(Hill et al., 2009; Kim et al., 
2014). 또한 항생제 사용은 약제 처리 가격 및 제반 인력 투입 
등의 문제를 야기시켜, 전체 양식비용의 증가라는 악순환이 되
풀이 되고 있다(Hill et al., 2009; Song et al., 2012; Kim et al., 
2014). 따라서 많은 국가에서는 사료첨가제용 항생제를 전면 
금지하고, 치료용 항생제의 사용을 엄격히 통제하고 있다(Hill 
et al., 2009; Kim et al., 2014).
최근에는 항생제를 대체할 수 있는 물질을 확보 및 개발하기 
위하여 다양한 연구가 진행되고 있으며, 항생제 단점을 극복하
기 위한 프로바이오틱스, phytobiotics, bacteriophage 및 효소
제 등의 천연물 유래의 항균 물질개발 연구가 많이 보고되고 있
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다(Ravi et al., 2007; Tom et al., 2007; Aditya et al., 2008; Rijk-
ers et al., 2011; Jeong et al., 2014; Reverter et al., 2014). 그러
나 대다수의 천연물 유래 항생제 대체물질은 원료물질의 원활
한 공급, 원료물질로부터 균일한 목적성분의 추출, 목적물질의 
순수정제 및 유효성분의 유기합성 등에 어려움이 있으며, 이러
한 문제점은 천연물 유래 항생제 대체재의 대량생산 또는 산업
화를 가로막는 원인으로 알려져 있다(Jeong et al., 2014). 따라
서 다양한 천연물 유래 항균물질 중에서 미생물이 생산하는 항
균 물질 또는 원균의 독성 및 안전성만 검증 된다면 효과적으로 
안정적 공급과 활용이 가능하기 때문에 중요성과 가치가 매우 
높다(Jeong et al., 2014).
항균활성, 면역력 증가 등 숙주의 몸에 유익한 효과가 있는 
균주들을 프로바이오틱스(probiotics)라고 하며, 다양한 연구를 
통해 많은 종의 미생물이 밝혀졌고 산업적으로 이용되고 있다
(Rijkers et al., 2011). 그러나 수산업에서 이용되는 프로바이오
틱스의 경우 사람에게 사용하는 프로바이오틱스 종을 그대로 
사용하거나, 육상에서 분리된 미생물을 주로 사용하고 있으며, 
상용화된 미생물은 대부분 외국에서 수입하여 사용하고 있는 
실정이다(Aditya et al., 2008). 따라서 육상 환경에서 분리한 균
주나 외국에서 개발한 균주가 아닌 우리나라의 연근해 양식장 
환경에 알맞은 토종 미생물의 분리 및 선정이 중요하며, 이를 위
하여 본 연구에서는 우리나라 남해안 갯바위 지역에서 분리한 
미생물들의 타당성을 검토해 보았다.
다양한 해양환경 중, 조간대에 포함되지 않는 갯바위(Rocks 

on the seashore) 지역에 존재하는 해수 웅덩이는 밤낮 기온변
화 차가 크고, 해수 또는 빗물의 유입과 증발현상으로 인한 염
분 농도 변화의 폭이 크며, 태양광에 바로 노출되는 등의 특징
이 있어 특이한 환경 및 생태계 군집을 지닌 곳으로 알려져 있다
(Margrét et al., 2014). 그러나 이러한 갯바위 지역에 존재하는 
미생물에 대한 연구는 그 결과가 매우 부족한 실정이며, 분리된 
미생물 중에서 항균활성을 갖는 균주에 대한 연구는 전무한 실
정이다. 따라서 본 연구에서는 양식생물에 대량폐사를 유발하
는 병원성 균주를 포함한 다양한 병원성 균주들에 대하여 항균
활성이 있는 유용한 미생물을 확보하였으며, 분리 균들의 동정
을 통하여 미생물의 다양성과 항균 활성을 분석하여 국내 양식
환경에 적합한 항생제 대체재로의 개발 가능성을 검토하였다.

재료 및 방법

샘플 미생물의 채집, 분리, 배양 및 보존

갯바위 지역 해수가 고인 웅덩이의 미생물을 수집하기 위하
여 갯바위가 잘 발달한 남해안 일대의 갯바위에 존재하는 해
수를 각각 채집하였다. 시료 채집을 위하여 수 주 동안 비가 오
지 않고 풍랑이 거세지 않았던 날을 선택하였으며, 조간대 지
역에 포함되지 않는 갯바위 위치에 고여 있어 외부 해수 유입
이 적고 오랫동안 고립된 장소만을 선정하여 채집하였다. 수집

한 해수시료는 무균상태에서 각각 marine agar (Difco, USA), 
R2A agar (Difco, USA), 1/10 marine agar (Difco, USA) 그리
고 1/10 R2A agar (Difco, USA) 배지에 평판 도말 하였다. 각각
의 시료를 도말한 평판배지는 20℃에서 배양하며 생겨나는 미
생물 군락(colony)을 12시간 단위로 분석 및 분리 후 획선 평판
법으로 순수 균체를 분리하여 각각의 액체 배지에 순수 배양하
였다. 분리한 각각의 균주는 glycerol을 이용한 보존방법으로 
-80℃에서 보관하며 분석하였다.

항균 활성 테스트

분리한 미생물은 순수 군락을 이루는지 확인한 뒤, 각각 분리
한 액체배지에 접종하여 20℃에서 1-4일간 배양한 뒤 항균활성
을 평가하였다. Table 1에 명기된 23종의 다양한 병원성 균을 피
검균으로 하여 disc diffusion assay (Klancnik et al., 2010) 방
법으로 갯바위 분리균주의 항균활성을 확인하였다. 23종의 병
원성 균주들은 보고된 최적 액체배지에서 각각 배양한 후 600 
nm에서 optical density (OD600 nm) 값 0.1로 희석하여 평판배지 
위에 도말 하였고, 갯바위 분리균주들은 각각의 marine 또는 
R2A 등의 분리된 액체배지에서 48시간 동안 20℃에서 배양한 
뒤 paper disk (ADVANTEC, 8 mm)에 60 µL 흡수시켜 피검균
이 도말된 평판배지 위에서 배양하여 항균활성을 측정하였다. 
24 시간동안 피검균의 배양조건에서 배양 후 paper disk 주위
에 생육저해로 인하여 생성되는 투명환의 유무와 직경의 크기
로써 항균 활성을 평가하였다(8-12 mm: *, 12-16 mm: **, 16 
mm 이상: ***). 그리고 10% acetic acid를 대조구로서 항균 활
성을 비교 및 평가하였다.

용혈활성 및 pH 보정에 따른 항균활성 평가

갯바위에서 분리한 미생물 중 항균활성을 보이지만 용혈작용
을 유발하는 물질을 생산하는지 밝히기 위하여 혈액한천평판배
지(Micromedia Co. Ltd, Korea)을 이용하여 용혈활성의 유무 
및 활성의 종류(type)를 평가하였다. 혈액한천평판배지에 구멍
을 내고 분리한 미생물의 배양액을 떨어뜨리는 방법으로 분리
균주들이 알파(α), 베타(β) 또는 감마(γ) 용혈활성을 보이는지 
평가하였다. 그리고 관찰된 항균활성이 분리미생물에서 생산
된 유기산에 의한 활성인지를 평가하기 위하여 분리균주들의 
배양액을 pH를 7-8 사이의 중성 값으로 보정 한 뒤 paper disk를 
이용한 방법으로 항균활성의 여부 및 변화를 평가하였다.

항균활성 균주의 genomic DNA (gDNA) 추출 및 
16S rDNA의 증폭

순수 분리한 균주들 중에서 피검균에 항균 활성을 보이는 균
주만을 선별하여 marine 또는 R2A 등의 각각 분리된 액체배
지에 접종하여 배양한 뒤 원심분리를 통하여 집균하였다. 수
거한 균체들은 magnetic isolation kit (TNT, Japan)를 사용
하여 충분히 lysis 시킨 후, 핵산추출자동화기기(MFX-6100, 
TOYOBO, Japan)을 이용하여 gDNA만을 순수하게 추출하
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였다. 추출한 gDNA는 분광광도계를 이용하여 순도 및 농도
를 측정하였으며, Weisburg et al. (1991)의 방법을 통하여 균
주의 동정에 필요한 16S ribosomal DNA를 증폭하였다(Weis-
burg et al., 1991). 순수 분리한 gDNA를 주형으로 27F forward 
primer (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')와 1492R 
Reverse primer (5’-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’)를 
이용한 PCR을 수행하여 16S rDNA를 증폭하였다. PCR 증폭
반응의 mixture는 0.1 μg의 gDNA, 10 pM primer set, 2.5 mM 
deoxynucleoside triphosphate (dNTPs), 10X reaction buffer, 
ExTaq polymerase (Takara, Japan)와 distilled water로 최종 부
피가 50 μL가 되도록 하였으며, 94℃에서 5분간 초기변성단
계(initial denaturation)를 수행한 뒤, 94℃에서 1분간 변성(de-
naturation), 55℃에서 1분간 결합반응(annealing), 72℃에서 1
분간 증폭반응(extension)을 30회 반복한 뒤 마지막으로 72℃
에서 5분간 최종신장반응(final extension) 과정을 수행하였다.

분리균주 16S rDNA의 염기서열분석 및 다양성 분석

각 분리균주들의 16S rDNA 증폭반응 결과 유무와 정확한 
크기를 확인하기 위하여 ethidium bromide (EtBr)를 포함하
는 1% agarose gel을 이용한 전기영동을 통하여 PCR 반응산
물의 유무와 증폭된 크기를 확인하였다. PCR 반응 결과물은 
QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, German)를 사용하
여 증폭된 16S rDNA를 순수하게 분리 정제한 뒤 순도와 농도
를 분석하였으며, 3130XL PRISM genetic analyzer (Applied 
Biosystems, USA) 염기서열분석 기기를 이용하여 16S rDNA 
염기서열을 결정하였다. 각각의 16S rDNA 정보는 BioEdit 
sequence alignment editor (version 7.2.3)의 ClustalW multi 
alignment 분석 프로그램을 이용하여 획득하였으며, 염기서열 
정보는 NCBI (National Center for Biotechnology Informa-
tion)의 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 검색을 
통하여 가장 유사한 미생물종과 비교하여 분리한 항균활성 미
생물들을 분석하였다.

결과 및 고찰

갯바위 유래의 항균 물질 생산 미생물 분리 및 종 다
양성 분석

남해안 지역 갯바위 유래 해수들을 수거하여 marine, R2A, 
1/10 marine 및 1/10 R2A 평판배지에 각각 도말 후 배양하고, 
배양된 각각의 미생물 군락들은 streaking과 peaking 과정을 수
행하여 하나의 순수한 colony로 분리하였다. 순수 분리된 균주
들은 액체배지에서 배양 후 paper disk법을 이용하여 23종의 병
원성 피검균에 대한 생육저해 활성 여부를 관찰하였다. 또한 항
균 활성을 보이는 균주들의 16S rDNA 정보를 해독하여 항균활
성을 보이는 갯바위 유래의 해양 미생물 다양성을 분석하였다. 
Table 1에 명기한 병원성 균주들을 피검균으로 paper disk를 이

용한 항균 활성 검사법을 통하여 64점의 분리균주가 항균물질
을 생산함을 확인할 수 있었다. 64점의 분리균주를 산업적으로 
활용하기 위하여 용혈활성과 같은 세포독성의 유무와 미생물
이 생산하는 유기산 등으로 항균 활성을 보이는 효과를 평가하
기 위하여 혈액한천평판 배지를 이용하여 베타 또는 알파 용혈
활성을 평가 하고, 배양액의 pH를 7-8사이의 값으로 보정하여 
항균 활성을 관찰하였다. 그 결과 64점의 분리균주들 중에서 31
점의 분리균주만이 알파 또는 베타 용혈활성을 보이지 않았고, 
pH 보정에 따른 항균 활성의 변화는 모든 분리균주에서 발견할 
수 없었다. 특이하게도 분리균주들의 반수 이상이 용혈활성을 
보였지만 배양액 대부분은 중성의 pH 값을 기록하여 분리균 중 
유산균은 없음을 판단 할 수 있었는데 이러한 결과는 미생물 분
리에 사용된 배지가 marine 또는 R2A 계열의 배지였기 때문에 
수집한 샘플 내에 존재하는 유산균 계열의 미생물이 생육하기
에는 적합한 조건이 아니기 때문이라고 판단된다.
분리한 31점의 균주는 약 1.5 kbp 크기의 16S rDNA 염기서
열분석을 통하여 4개의 속(genus)에 속하는 7종(species)의 미
생물들과 가장 근연종들로 밝혀졌다(Table 2). 분리균들은 Ba-
cillus aerophilus 2점, Bacillus pumilus 4점, Bacillus safensis 
7점, Paenibacillus polymyxa 15점, Pseudomonas poae 1점, 
Enterococcus asburiae 1점, 그리고 Enterobacter ludwigii 1점
으로 밝혀져 분리균주들이 같은 종으로 중복됨을 알 수 있었다
(Table 2). 항균활성을 보이는 분리된 미생물 중에서 Bacillus 
종 또는 Paenibacillus 종이 31점 중에서 28점으로 밝혀졌는데, 
이는 해수 또는 해양환경 등에 가장 많이 존재하는 미생물이 
Bacillus 종 또는 Paenibacillus 종이며, 특히 Bacillus 종은 다른 
미생물과는 달리 외부의 염도 또는 UV광선 등에 강한 저항력
을 보이는 특성이 있다고 보고되어 본 연구에서 분리한 지역의 
특성과 분리된 미생물 종의 결과를 뒷받침해 줄 수 있는 상당히 
근거 있는 결과임을 알 수 있었다(Gwon et al., 2013, Kim et al., 
2012; Kothari et al., 2013). 그러나 해수, 퇴적물 및 해양생물 장
관 등의 다양한 해양 환경에서는 Bacillus 종 또는 Paenibacillus 
종과 함께 Aeromonas 종, Pseudomonas 종, Shewanella 종 그
리고 Vibrio 종들이 자주 발견된다고 보고되었으나, 본 연구에
서는 Bacillus와 Paenibacillus 종과 함께 Pseudomonas poae 만
이 분리되었고 Enterobacter 종이 분리되어 일반적인 해양환경 
미생물 군집과는 다름을 알 수 있었으며, 이는 항균활성을 나
타내는 균주만을 선별하였기 때문으로 사료된다(Gwon et al., 
2013, Kim et al., 2012; Kothari et al., 2013). 또한 본 연구에서 
분리한 31균주와 각각의 근연종간의 16S rDNA 염기서열 유사
도는 99% 이상의 높은 값을 알 수 있었으며, 16S rDNA 정보만
으로는 갯바위 유래 항균활성을 가지는 신종의 균주를 발견할 
수는 없었다(Table 2).
본 연구에서 가장 많은 수의 분리균을 기록한 P. polymyxa 균
주는 그람양성, 간균의 형태로 편모를 통한 운동성이 있고, 비병
원성의 내생포자를 생산하며, 토양과 해양환경에서 자주 발견
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되는 미생물이다(Ash et al., 1993; Timmusk et al., 2005; Ravi 
et al., 2007). 많은 연구에서 P. polymyxa 균주는 질소고정화, 
식물의 성장촉진물질 생산, 다양한 분해효소 생산, 작물에 유
해한 곰팡이류 또는 병원성 균의 생육을 저해하는 물질을 생
산하기 때문에 유용 미생물로 보고되고 있어 본 연구에서 발견
한 균주의 유용성은 더욱 높이 평가 할 수 있게 되었다(Ravi et 
al., 2007; Liebminger et al., 2012). 특히 P. polymyxa는 poly-
myxin과 lantibiotic와 같은 천연항생물질을 생산한다고 알려
져 있어 본 연구에서 발견한 분리균주의 항균활성을 증명하는 
동시에 향후 분리균주를 이용하여 항생제를 대신한 수산용 프
로바이오틱스 균주로 활용을 기대할 수 있었다(Zengguo et al., 
2007; Lal and Tabacchioni, 2009).

B. safensis 균주는 그람양성균, 포자를 생산하는 간균형태의 
균주로써 염, UV, 그리고 감마방사선 등에 매우 저항성이 높다
고 보고되어 있으며, 다른 Bacillus 종과 함께 식물의 성장을 촉
진하는 물질을 생산한다고 알려져 농업분야에서 유용한 산업
용 균주로 인식되어 있다(Sari et al., 2007; Kothari et al., 2013; 
Kumar et al., 2014).

B. pumilus 균주는 그람양성, 호기성균이며, 포자를 생산하는 
균주로 일반적으로 환경 샘플에서 많이 발견된다고 보고되고 
있다(Kempf et al., 2005). 또한 UV에 노출, 건조한 상황 그리
고 과산화수소와 같은 산화제 처리 등의 다양한 환경적인 스트
레스에 강한 저항력이 보고되고 있다(Kempf et al., 2005). Hill 
et al. (2009)은 새우(black tiger shrimp, Penaeus monodon)에
서 분리된 B. pumilus 은 높은 염도에도 생육이 가능하며, 어병
세균인 Vibrio alginolyticus에 대한 항균 활성이 있음을 보고하
였는데, 본 연구에서 분리한 균주도 V. alginolyticus에 대한 항
균활성을 확인 할 수 있었다(Hill et al., 2009). 일부 B. pumilus 
종은 농작물의 뿌리에 생기는 유해 곰팡이포자들의 발아를 막
아주는데 효능이 있다고 보고되어 있고(Garbeva et al., 2003; 
Joo et al., 2004; Satomi et al., 2006), pumilin이라는 항균물질
을 생산하는 것으로 알려져 있다(Bhate, 1955). 31종의 항균활
성을 보이는 미생물 중 B. pumilus 종은 미국 FDA에서 인정한 
17종의 GRAS (Generally Recognized As Safe) 균주 중 하나
로(GRAS Notice, GRN No. 561) 안정성과 유용효과가 이미 
입증된 미생물이기 때문에 수산 양식산업에 활용성이 더욱 높

Table 1. List of pathogenic bacteria species used in this study

Species Source Growth medium Incubation temperature
A Bacillus cereus KCTC 1012 BHI 30℃
B Candida albicans ATCC 10231 YM 25℃
C Edwardsiella tarda KCTC 12267 BHI 30℃
D Enterobacter cloacae KCTC 2361 NB 37℃
E Enterococcus faecalis KCTC 3206 MH 37℃
F Escherichia coli ATCC 8739 NB 37℃
G Klebsiella pneumonia KCTC 12385 NB 37℃
H Lactococcus garvieae KCTC 3772 MRS 37℃
I Proteus mirabilis KCTC 2510 MH 37℃
J Providencia stuartii KCTC 2568 MH 37℃
K Pseudomonas aeruginosa ATCC 15522 NB 37℃
L Staphylococcus aureus ATCC 6538 Tryptic soy 37℃
M Staphylococcus haemolyticus KCTC 3341 MH 37℃
N Streptococcus iniae KCTC 3657 BHI + 0.5% glucose 37℃
O Streptococcus mutans KCTC 3065 BHI 37℃
P Streptococcus parauberis KCTC 3651 BHI + 1% NaCl 25℃
Q Streptococcus vestibularis KCTC 3650 MH 37℃
R Vibrio anguillarum KCTC 2711 BHI 30℃
S Vibrio alginolyticus KCTC 2472 BHI 37℃
T Vibrio harveyi KCCM 40866 Marine 26℃
U Vibrio ichthyoenteri FB 4004 BHI + 1% NaCl 25℃
V Vibrio parahaemolyticus KCCM 41664 TSB + 2.5% NaCl 37℃
W Vibrio vulnificus KCCM 41665 TSB + 1% NaCl 30℃

BHI, Brain heart infusion; YM, Yeast Mold; NB, Nutrient Broth; MH, Mueller Hinton; TSB, Tryptic soy broth.
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고, 수산 양식업 외 다양한 산업에서 활용될 것으로 기대할 수 
있었다.

1/10 marine 배지에서는 단 하나의 균주를 분리할 수 있었으
며, 16S rDNA의 유사도를 분석한 결과 B. aerophilus 종과 가
장 유사한 결과를 알 수 있었다(Table 2). 본 연구에서는 두 점의 
B. aerophilus를 분리할 수 있었는데 각각 1/10 marine 배지와 

R2A 배지에서 분리하였으며, 16S rDNA 염기서열 정보에 의
한 분류는 같은 종의 미생물로 분류 되었으나, 항균활성의 경우 
R2A 배지에서 분리한 균주에서 좀 더 다양한 항균 활성이 발견
되었다(Table 2). 이러한 결과는 같은 균주가 성분이 다른 배지
에서 배양 되었을 때 다른 대사산물을 생산하기 때문에 발생하
는 현상으로 추정할 수 있었으며, 본 연구에서는 분리균주들을 

Table 2. List of isolated strains and results of BLAST search with 16S rDNA sequences

Isolates Identity Species Genus Family Order Class Phylum Kingdom
1 D28

2
100% Bacillus 

aerophilus

Bacillaceae Bacillaceae

Bacillales Bacilli Firmicutes

Bacteria

2 D70-10R 99%
3 RD6

4 99% Bacillus 
pumilus

4 D116-2-1OR
5 D116-2-2OR
6 S118-2-2OR
7 RD118-1

7 99% Bacillus 
safensis

8 RD118-3
9 RS116-2
10 RS118-1
11 D118-2-2OR
12 S118-2-1OR
13 D118-2-1OR
14 DR05-2A

15 99% Paenibacillus 
polymyxa

Paenibacil-
laceae

Paenibacil-
laceae

15 DR07-1A
16 DR07-3
17 R07-4
18 RD05-4
19 DR07-2B
20 DR07-1C
21 DR07-1B
22 DR07-2A
23 RD05-2B
24 R05-1-3
25 DR05-2-1
26 Dr07-2-1
27 DR05-1-1
28 DR07-2-2

29 RD100 1 99% Pseudomonas 
poae

Pseudo-
monadaceae

Pseudo-
monadales

Pseudo-
monadales

Gamma 
Proteobacteria

Gamma 
Proteonacteria30 RS86-1 1 99% Enterobacter 

asburiae Enterobacte-
riaceae

Enterobacte-
riales

Enterobacte-
riales

31 RS86-2 1 99% Enterobacter 
ludwigii

31 isolates 31 99% 7 4 4 3 2 2 1
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16S rDNA 정보에 의하여 분류하였기 때문에 다른 종으로 밝혀 
질 수도 있음을 유추 할 수 있었다. 본 연구에서 분리한 항균활
성을 가지는 미생물들은 같은 종으로 규명되었지만 항균활성의 
스펙트럼이나 세기가 조금씩 다름을 알 수 있었다(Table 2, 3) 
특히 P. polymyxa 종은 다른 종에 비해 15점의 같은 종의 분리
균이 있음을 알 수 있었고, 배양 방법이 같아도 각각의 피검균에 
대한 항균활성 차이를 기록하여 미생물학적 또는 생화학적 연

구가 더욱 필요함을 알 수 있었다(Table 3). 이러한 현상은 다양
한 연구에서 같은 P. polymyxa 종에는 속하지만 strain 또는 분
리 지역에 따라 항균 활성과 항균 스펙트럼이 다르다는 보고를 
통해 확인할 수 있으며, 이는 P. polymyxa 종이 polymixin A, B, 
E (colistin), polipeptins, jolipeptins, gatavalin, gavaserin 그리
고 saltavalin과 같은 다양한 항균성분을 생산하기 때문에 strain 
또는 분리 지역에 따라 생산되는 항균 물질이 다름을 추측할 수 

Table 3. Antibacterial activities of isolates against 23 pathogenic strains

Isolates A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V W Total
1 ** ** ** * ** 5 spp.
2 *** ** ** ** ** * ** 7 spp.
3 ** ** ** * * 5 spp.
4 *** ** * ** ** ** * ** 8 spp.
5 *** ** * ** ** ** * * ** 9 spp.
6 *** ** ** * ** 5 spp.
7 ** * * 3 spp.
8 *** ** * * 4 spp.
9 *** ** *** ** * ** 6 spp.
10 *** ** ** * ** 5 spp.
11 *** ** ** * ** 5 spp.
12 *** ** ** * * ** 6 spp.
13 *** ** ** * ** 5 spp.
14 ** * ** ** ** * ** ** ** ** * * ** * 14 spp.
15 ** * ** ** * ** ** ** ** ** * * ** * 14 spp.
16 *** * ** ** ** * ** ** ** * ** * 12 spp.
17 *** ** ** ** ** *** ** ** * ** ** 11 spp.
18 ** ** * ** ** ** * ** ** ** ** * * ** * 15 spp.
19 *** ** ** ** * ** ** ** * ** ** 11 spp.
20 *** ** ** ** ** ** ** ** ** * ** ** 12 spp.
21 *** *** ** ** ** ** * ** ** 9 spp.
22 ** ** ** ** * ** ** * ** * 10 spp.
23 ** ** *** ** ** ** ** * * * ** * 12 spp.
24 *** ** ** *** * ** ** ** ** ** ** * * * 14 spp.
25 *** ** ** ** ** ** * * * ** * 11 spp.
26 *** *** ** ** ** ** ** ** ** ** * * * ** ** 15 spp.
27 * ** * ** ** * * * 8 spp.
28 *** ** ** ** * ** ** ** * * ** * 12 spp.
29 *** * 2 spp.
30 ** 1 spp.
31 ** ** 2 spp.

14 21 4 12 0 22 14 12 2 0 14 4 1 5 12 25 0 10 21 4 18 14 29
Alphabets and numbers in a "isolates" column indicate pathogenic bacteria described in Table 1 and species of isolates in Table 2, respec-
tively.
Levels of antimicrobial activities were evaluated by number of asterisks (*).
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있어, 다양한 종류의 항균물질을 생산하는 P. polymyxa 종이 천
연항생제 대체물질의 개발에 매우 큰 의의가 있음을 알 수 있었
다(Choi et al., 2011).

B. aerophilus의 경우 높은 고도의 대기권에서 분리 되었다고 
알려져 있어 갯바위유래의 미생물로 유추하기에 어려움이 있
었으나 B. safensis, B. pumilus, B. aerophilus 균주는 Bacillus 
균주들 중에서 유사도가 매우 높은 것으로 알려져 있으며, 유사
도가 99%가 넘기 때문에 16S rDNA 보다는 gyrB라는 유전자
의 복제와 전사과정에 관련이 있는 유전자의 염기서열에 의해
서 정확하게 구별 된다고 보고되었다(Shivaji, 2006; Wang et 
al., 2007). 특히 B. pumilus와 B. safensis는 유사도가 높아 16S 
rDNA 정보로는 두 종의 분류가 어렵다고 보고되었다(Shivaji, 
2006; Wang et al., 2007). 따라서 차후 연구에서 gyrB와 같은 
다른 유전자 분석을 통하여 분리한 Bacillus 균주들 간에 상관
관계 분석이 필요할 것으로 사료된다.
항균활성을 보이는 미생물 중 Bacillus 종의 미생물을 제외하
고는 Pseudomonas poae와 두 종의 Enterobacter 균주가 분리
되었다(Table 2). 그 중 P. poae 균주는 형광의 물질을 생산하
는 그람음성 균주로, Pseudomonads 속에 속하며, 다양한 환경
에서 분리 및 보고되는 균주이다(Behrendt et al., 2003). 그리
고 분리된 P. poae 균주는 식물에 병을 유발하는 Phoma betae, 
Rhizoctonia solani 그리고 Sclerotium rolfsii 등의 병원성 곰팡
이 등의 생육을 억제하는 활성이 알려져 있어 식용작물의 재배
에 유익한 균주로 보고 되어있다(Henry et al., 2013).
본 연구에서 분리한 두 종의 Enterobacter 균주는 각각 E. as-

buriae와 E. ludwigii와 유사도가 가장 높은 균주로 밝혀졌는데, 
두 균주는 병원성 균주로 알려져 있어 본 연구결과에 가장 특이
한 결과였다(Table 2). E. asburiae는 그람음성의 간균 형태로, 
enteric group 17에 속하는 균주로써 1986년에 분류 및 명명되
었다(Brenner et al., 1986). 주로 폐렴 등의 병원성에 대해 보고
되어 항균활성 또는 공생 미생물로 보고된 다른 분리균주와는 
특성이 달라 독특한 결과였다(Brenner et al., 1986). 그러나 최
근에 일부 연구팀에 의하여 ethanol과 hydrogen을 생산하거나 
glucose dehydrogenase 등을 분비하여 당을 분해하는 것이 보
고되어 좀 더 많은 연구가 필요한 종으로 사료된다(Changhao 
et al., 2009). 다른 한 종의 Entericbacter는 E. ludwigii으로써 
2005년에 E. cloacae 종에서 신종으로 분리 된 종이다(Hoff-
mann et al., 2005). E. ludwigii는 다른 Entericbacteria와는 달
리 myo-inositol과 3-0-methyl-d-glucopyranose를 영양원으로 
사용하여 생육이 가능하다는 차이가 있으며, 식물의 성장을 촉
진하고 다양한 분해효소를 생산하며, 농약을 제거 및 분해한다
는 활성이 보고되어 있다(Hoffmann et al., 2005).
본 연구에서 분리된 항균활성을 보이는 균주들은 Paenibacil-

lus와 Bacillus 종을 포함하는 Bacillales목과 그렇지 않은 종들
로 구분할 수 있었으며, Bacillales 목에 속하는 분리균주들이 
높은 항균 활성을 나타내여 수산용 프로바이오틱스 종으로 개

발에 더욱 유용함을 알 수 있었다(Table 3). 특히 Paenibacillus 
및 Bacillus 종들은 Lactobacillus plantarum (KCTC 3108)과 
Lactococcus lactis (KCTC 3769)와 같은 대표적인 프로바이
오틱스 균주들 보다 더욱 강한 항균활성을 기록하였으며(Data 
not shown), 포자를 생산하는 특징이 있기 때문에 생산, 운송 
및 보관이 용이하고 사용방법이 간단하여 Pseudomonas 또는 
Enterobacter 종의 분리균주들 보다 프로바이오틱스 균주 또는 
항생제 대체제 등으로 활용성이 높을 것으로 사료된다(Hill et 
al., 2009).

항균 활성의 다양성 및 특성 분석

분리균주들의 항균활성은 대부분 2일 이상 배양해야만 관찰
할 수 있었으며, 병원성 균주의 생육을 저해하여 생성된 투명환
의 유무 및 크기를 통하여 분리균주의 항균활성을 평가하였다
(Table 3). 그 결과 B. aerophilus (1, 2번균주) 종은 5-7균주, B. 
pumilus (3-6번 균주) 종은 5-9 균주, B. safensis (7-13번 균주) 
종은 3-6균주, P. polymyxa (14-28번 균주) 종은 8-15균주 그리
고 P. poae (29번 균주) 종, E. asburiae (30번 균주) 종, E. ludwi-
gii (31번 균주) 종은 각각 1-2균주의 피검균에 대한 항균 활성
을 기록하여 각각의 종에 따라 항균활성에 다름을 알 수 있었고, 
활성의 유형을 통하여 분류할 수 있음을 알 수 있었다(Table 3). 
그리고 이러한 분리균주의 항균활성에 따른 분류는 16S rDNA
에 따른 종분류와 매우 유사한 결과를 나타내어 종에 따라 다른 
종류의 항균물질을 생산 함을 알 수 있었다(Table 2, 3).

P. polymyxa종의 분리균주들은 21번 균주(DR07-1B)를 제
외하고 10종 이상의 병원성 피검균들에 항균활성을 기록하여 
나머지 분리균주들보다 월등히 많은 수의 병원균에 대한 항균
활성을 기록하였으며, 특히 A (Bacillus cereus), C (Edwardsi-
ella tarda), D (Enterobacter cloacae), K (Pseudomonas aeru-
ginosa), L (Staphylococcus aureus), R (Vibrio anguillarum), 
T (Vibrio harveyi) 그리고 V (Vibrio parahaemolyticus) 피검
균주에 분리균주들 중에서 유일하게 항균 활성을 나타내었다
(Table 3). 그리고 P. polymyxa 다음으로는 B. pumilus 균주 그
룹이 5-9 균주에 대한 항균활성을 보여 두 번째로 넓은 항균활
성을 기록하였다(Table 3). 또한 M (Staphylococcus haemo-
lyticus)과 N (Streptococcus iniae) 균주는 B. aerophilus와 B. 
pumilus 종에서만 활성이 있음을 알 수 있었다(Table 3). 반면에 
B (Candida albicans), F (Escherichia coli), P (Streptococcus 
parauberis), S (Vibiro alginolyticus) 및 W (Vibrio vulnificus) 
균주는 대부분의 분리균에 생육저해 활성을 보였으며, 그 중 V. 
vulnificus 균주는 31개의 분리균주 중 2점의 분리균주를 제외
한 29개의 분리균주에 생육을 저해 받아 분리균주에 가장 민
감한 항균활성을 보이는 피검균였으며, 다음으로는 S. parau-
beris 균주가 25점의 분리균주들에 의한 생육저해를 기록하였
다(Table 3). 그러나 본 연구과정에서 분리한 31점의 모든 미생
물은 E (Enterococcus faecalis), J (Providencia stuartii) 그리고 
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Q (Streptococcus vestibularis) 피검균주에 대한 항균활성은 배
양액에서 직접 관찰 할 수 없었다(Table 3).
분리한 31점의 미생물 중에서 P. polymyxa 균주에 속하는 18
번과 26번 균주가 23종의 피검균 중에서 15점에 균주에 항균
활성을 기록하였으며, 14, 15번과 24번 균주가 14종의 병원성 
미생물에 대하여 항균활성을 기록하였다(Table 3). 그러나 P. 
poae의 근연종인 29번 균주와 E. ludwiqii 근연종인 31번 균주
는 각각 O (S. mutans)와 W (V. vulnificus) 그리고 B (C. albi-
cans)와 W (V. vulnificus) 두 균주에만 항균활성을 기록하였다
(Table 3). 그리고 E. asburiae 균주는 오직 W (V. vulnificus) 균
주에만 생육을 저해하는 활성을 보여 분리균주 중에서 가장 좁
은 항균활성 범위를 기록 하였다(Table 3).
본 연구에서는 항균활성 범위가 좁은 Enteriobacter와 Pseu-

domonas 종의 균주를 제외하고는 그람음성 및 양성 균주 모두
에 항균활성을 관찰 할 수 있었으며, C. albicans와 같은 진균류
의 병원성 균주에도 활성이 있었다(Table 3). 또한 특정균주의 
경우 배양액, 상층액 그리고 세포 파쇄물에 대한 항균 활성의 유
무와 범위가 다름을 알 수 있었다(Data not shown). 따라서 특
정 균주의 경우 한 가지의 항균물질을 생산하는 것이 아니라 둘 
이상의 물질을 생산하며, 이로 인하여 항균활성의 특징과 범위
가 다름을 알 수 있었다(Table 3).
항생제를 대체할 수 있는 물질을 탐구하기 위해서는 병원성 
균주를 제어할 수 있는 미생물 또는 미생물이 생산하는 물질
의 발견이 중요하다(Kim et al., 2008). 그리고 사용할 균주는 
우리나라의 연근해 양식 환경에 알맞은 균주를 선별해야 하며, 
양식생물의 장관 내에서 내산성, 정착성 및 적응력이 중요하다
(Aditya et al., 2008; Hill et al., 2009). 또한 기존에 밝혀진 항
균물질을 생산하거나 다양한 활용성이 보고되어 있어도 분리원
과 항균 활성에 대한 평가가 다르다면 활용 가능성이 매우 크며, 
본 연구에서 알 수 있듯이 항균활성의 범위가 다른 여러 균주들
을 혼합하여 사용한다면 어병세균에 의한 대량폐사 등의 피해
를 크게 줄일 수 있을 것으로 사료된다.
본 연구 등을 통하여 우리나라 수산양식 환경에 적합한 다양
한 유용균주의 확보 및 평가가 지속적으로 수행되어야 할 것이
며, 이러한 결과는 우리나라 실정에 맞는 항생제 대체용 미생물 
유래 제어물질의 개발에 매우 유용한 결과 및 자료를 제공할 것
으로 사료된다. 차후의 연구를 통하여 본 연구에서 분리한 균주
들의 어류에 대한 안정성, 독성평가, 항균 메커니즘, 미생물학
적 및 생화학적 분석 후 다양한 수산분야에 활용을 한다면 어류 
병원성 균주들의 제어할 수 있는 항생제 대체제의 역할과 함께 
사료효율 증가 등의 부수적인 다양한 효과를 얻을 수 있을 것으
로 사료된다.
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