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Abstract

Thisstudywasconductedtoinvestigatethepossibleuseofprobioticsin

fish farming by evaluating thein vitroantagonism ofantimicrobialstrain

Phaeobacter inhibens KJ-2 strain against the fish-pathogenic bacterium

Vibrio anguillarum.A bacterialstrain that showed ability to produce

antimicrobialcompoundwasisolatedfrom marineorganism Seahareeggs.

IdentifiedbacterialstrainwasnamedasPhaeobacterinhibensKJ-2basedon

thebiochemicalcharacterizationand16SrRNA sequenceanalysis.Phenotypic

classification results showed that Phaeobacter inhibens KJ-2 could be

classified as a aerobic, Gram-negative, motile bacteria that forms

brown-pigmentedcolonies.Productionofantimicrobialcompoundandhigher

growthofP.inhibensKJ-2wereobservedat20℃ for24hours.

Productionofantimicrobialcompoundwasdeterminedinconcordancewith

acylated homoserine lactones (AHLs) production.Therefore,itcould be

suggested thatproduction ofP.inhibensKJ-2 antimicrobialcompound is

regulatedbyQurom sensing.TheidentifiedP.inhibensKJ-2bacteriashowed

potentantibacterialactivityagainstpathogenicbacteriaincludingVibriologei,

Vibrio campbellii,Vibrio mimicus,Vibrio vulnificus,Vibrio salmonicida.

Additionary,weidentifiedthatV.angurillarum cellwallwasdamagedafter

3hincubationofP.inhibensKJ-2antibioticcompoundusingthescanning

electronmicroscope.

Optimum conditionsforproduction antimicrobialcompoundofP.inhibens

KJ-2weredeterminedasmediacontaining1.5% sorbitol,0.8% NH4NO3 4%

NaClwith pH 6.0 and temperature at20℃.However,production of

antimicrobialcompound wasinhibited by mineralsources.A antimicrobial

compoundofP.inhibensKJ-2wasstablewithinthepH rangefrom 3∼10

andtemperaturerangingfrom 40∼121℃.However,antimicrobialactivitywas

decreased pH range from 9∼10.Therefore,our results confirmed that
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antibioticcompoundisolatedfrom P.inhibensKJ-2hasprovidedapotential

biologicalagentforcontrolingfishpathogenicbacteria.
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Ⅰ.서 론

우리나라의 어류 양식 산업은 1990년대 이후 급격히 발전하였고,수산물이 식량

자원 공급원으로써 가치가 높아지고 있다.또한 최근 근해 어업 현황은 여러 가

지 요인에 의하여 감소 추세에 있으며 수요에 비해 생산량이 적어 대체 방안의

하나인 어류 양식 어업에 대한 기대는 더욱 커져가고 있는 실정이다.

어류 양식 산업의 급격한 성장과 생산량 증대로 인해 해마다 어류질병에 의한

피해는 날로 증가하고 하고 있으며,국내 주요 양식 어종인 광어,참돔,볼락 및

농어 등 은 생육단계에 상관없이 총사육량의 25∼30％ 정도가 질병으로 폐사 하

고 있다.이런 어류 질병 발생의 주된 원인은 수산생물의 생산량을 늘리기 위한

과밀식 사육,잉여먹이에 의한 부유물질 및 배설물로 인한 사육수의 환경변화,

사료 및 어장 기구에 의한 병원균의 감염 등으로 발생한다.이들 병원성균은 대

부분 그람 음성균으로서 비브리오병(Vibrio sp.),연쇄상구균증(Streptococcus

sp.),활주세균증(Flexiblbactersp.),에드와드병(Edwardsiellasp.)등을 유발한다.

최근에는 계절에 상관없이 연중 다양한 병원체가 혼합감염 형태로 질병을 일으

키고 있어 심각한 문제로 대두되고 있다(Kim,2006).

이런 어류 질병 치료를 위해 많이 쓰이는 방법으로 항생제를 처리하고 있으나,

이런 항생제의 사용은 양식 어업인들에게 경제적 부담이 되고 있으며,항생제의

지속적인 사용으로 인해 내성균 출현과 약품잔류로 인한 문제가 되고 있다. 또

한 백신을 처리하여 어류질병을 예방하는 방법이 있지만 이는 광범위한 질병제

어가 어렵고,백신투여과정이 번거로울 뿐더러 혼합 감염에 대한 효과적 백신이

없어 예방 및 치료를 위한 대책으로는 한계가 있다(Bruhn,2005).

이러한 문제를 해결하기 위한 방법으로 최근 친환경적인 방법을 찾고 있으며,

그 방법이 하나로 어류질병의 생물학적 제어에 대한 관심이 증가하고 있다.현재

이를 위해 어류질병 세균에 대해 항균성을 갖는 세균을 탐색하여 이용하고자 하

는 연구가 다양하게 이루어지고 있으며,실제로 항균활성을 갖는 많은 해양 세균

들이 해수,해조류,플랑크톤 등 광범위한 해양 서식지로 부터 분리되고 있다

(Burgess,1999;Long,2001).이런 해양 환경으로부터 분리 몇몇 해양세균은 항

균활성에 대한 연구를 통해 어병균의 생물학적 제어에 대한 가능성이 입증되고
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있다.이 중 어류질병 세균을 제어하는 균으로 Aeromonassalmonicida의 성장을

억제하는 Pseudomonasfluorescens가 어류로부터 분리되었으며,Channelcatfish

의 Sarprolegniosis의 치료 및 예방을 위하여 이용 가능하다고 알려져 있다

(Simith,1993;Bly,1997).이 밖의 Vibrioordalii등에 의한 질병을 예방하기

위하여 V.alginolyticus를 생물 전구체(Probioticstrain)로 이용 가능다고 알려져

있으며(Austin,1995),많은 항균물질을 생산하거나 생육저해물질을 갖고 있는 세

균을 생물방제 및 수산양식분야에 이용하고자 하는 연구가 진행되고 있다.

그 중에 본 연구에서 분리된 Roseobacter 속은 녹조류 표면으로부터

Roseobacterlitroalis와 Roseobacterdenitrificans가 처음 분리되었으며(Shiba

,1991),풍부하고 다양한 해양 서식지에 분포하고 있다.또한 해양 세균총에서 중

요한 속으로 알려져 있으며(Gonzalez,2000;Selje,2004),호기성 세균으로 해양

의 황(sulfur)순환에 중요한 역할을 담당하고 있다(Moran,2003).

최근 몇몇 Roseobacter종이 다른 종의 미생물의 생육을 저해한다고 알려져 있

으며,RoseobactergallenciensisstrainBS107,RoseobacterstrainT
5
(최근 두

종은 Phaeobacter속으로 재분류 됨 Martens,2006)을 이용한 연구에서 입증되

었다.(Ruiz-Ponte,1998;Brinkhoff,2004)이 종은 대부분 turbot유생,미세조

류,양식 수조의 벽면 등에서 분리 되어졌으며,Vibrio종에 대하여 강한 항균 활

성을 나타낸다고 보고되었다.(Hjelm,2004)이런 항균 활성은 Roseobacter종의

분리원에서 알 수 있듯이 주로 해양 환경내의 표면과 관련이 있으며,우수한

biofilm 형성능,표면의 우점종 형성 등의 특성들이 항균활성에 영향을 끼친다는

연구가 보고되었다(Dang,2000).실제로 Phaeobactersp.27-4의 항균물질 생산

은 배양조건에 따라 많은 영향을 받았으며,정치배양시에만 항균 활성과 우수한

biofilm 형성능을 나타내었다(Bruhn,2005;Bruhn,2006).

어류질병의 주요 병원체인 Vibrioanguillarum은 Bergman에 의해 발견되었으

며,발틱 해 연안의 뱀장어에서 처음 분리되었다(Bergman,1909).그람음성의 호

염성 통성혐기성 세균으로서 해양에 널리 상재하고 있으며,전 세계적으로 해산

어와 담수어를 막론하고 널리 감염되고 있다.

Vibrioanguillarum은 독성 미생물로 알려져 있으며,질병의 양상은 특별한 외
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부증상 없이 폐사 하거나,안구돌출,지느러미,체표와 내장 등에 출혈성 궤양을

나타내는 등 다양한 증상과 병리 소견을 나타내고 있다.이러한 비브리오병은 우

리나라 대표적인 양식어종인 넙치를 비롯하여,참돔,돌돔,농어 등 모든 어종에

서 발병하고 있다.

본 연구에서는 어류질병을 예방하고 control하기 위한 생물전구체(Probiont)의

개발에 목적을 두었으며,양식업에 막대한 손실을 주는 세균성 질병인 Vibrio

anguillarum에 항균력을 갖는 균주를 제주도 연안에 서식하는 군소 알로부터 분

리 하였으며,분리균주의 생육 특성 및 항균물질의 생산 특성을 검토하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.균주의 분리 및 배양

1-1.시료채취

시료는 제주 연안에 서식하고 있는 군소알을 샘플수거용 위생백인

Polyprolenebag(DAIHAN,KOREA)을 이용하여 무균적으로 채집하여 4℃를

유지하면서 실험실로 운반하여 실험에 사용하였다.

1-2.항균물질 생산균주의 분리 및 선별

채취한 군소알 약 1g을 멸균된 PBS(PhosphateBufferedSaline)에 단계 희

석법을 통하여 희석 한 후 각 희석단을 Marine Agar(MA,Difco.Co.

USA)에 100㎕접종,도말 한 후 25℃,30℃에서 5∼7일간 배양하였다.배양 후

특징적으로 형성된 colony를 선별하여 순수 분리 하였다.순수 분리된 균주들

은 MarineBroth(MB,Difco.Co.USA)에 배양한 후 배양액과 멸균된 glycerol

이 비율이 1:4v/v가 되도록 혼합 한 후 -70℃에서 보관 하며 실험에 사용 하

였다.

1-3.항균 활성 측정

선별된 미생물을 대상으로 Vibrioanguillarum KCTC2711을 피검균으로 하

여 항균활성을 나타내는 균을 선별 하였다.즉,MullerHintonagar(Difco.Co.

USA)에 전 배양 하여 활성화 시킨 Vibrioanguillarum KCTC2711를 도말한

후,순수 분리 되어진 균의 집락을 접종하여 25℃에서 배양한 후,생육저지

대(clear zone)를 형성하는 균을 1차선별 하였다.2차선별은 Agar well

diffusionassay을 이용하였다.미리 MullerHintonbroth(Difco.Co.USA)를
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사용하여 25℃에서 24시간 배양 한 피검균을 멸균 생리 식염수를 이용하여

MacFlandNo.0.5농도로 균 현탁액을 제조한 후 MHA배지에 골고루 도말한

다.여기에 직경 6mm의 corkborer를 이용하여 배지에 well을 만들고 분리된

균의 배양액을 well에 70㎕을 접종한 후 25℃에서 12∼24시간 배양한 후,형

성된 생육저지대(Clearzone)의 크기를 측정하였다.균의 배양액은 원심분리

(12,000rpm,4℃,15min)하여 pellet은 버리고 얻어진 supernatant는 0.2㎛

poresizefilter를 통해 제균 시킨 후,사용하였다.

2.항균 물질 생산 균주의 동정

최종 선발된 균의 동정은 형태학적,유전학적 및 생화학적 특성을 Manualof

methodforgeneralbacteriology (Gerhardt,1994)와 Biochemicaltestsfor

identification ofmedicalbacteria (Macfaddin,1980)에 준하여 수행하였고,

Bergey'smanualofSystematicbacteriology(KreigandHolt.1989)를 참고

로 하여 분류,동정 하였다.

2-1.형태학적 분석

분리균주의 집락의 형태,크기,색깔 등은 MA 배지를 통해 관찰 하였으며,

균주의 정밀한 형태를 관찰하기 위해서 SEM(Scanning Electron

Microphotography,JSM-6700FJEOLLtd.)를 통해 관찰하였다.즉 멸균된 0.2

㎛ fliter를 배지에 올려 그 위에 균을 접종하고,균이 성장하면 filter를 차가운

2.4% glutaraldehyde에 담구어 전 고정시킨 후,0.1M phosphatebuffer로 2∼

3회 이상 세척하였다.이를 2% osmium tetroxide용액에 1시간 동안 방치 하

여 고정 시킨 후 ethylalcohol40,50,60,70,80,90,100%의 순서로 각각 1hr

동안 탈수 시킨다.탈수 시킨 filter를 isoamylacetate를 첨가하여 1시간 동안

시료를 치환시켰다.액체 CO2로 isoamylacetate를 날리고,금박을 입혀 전자

현미경으로 관찰하였다.

분리균주의 운동성은 0.3%의 agar를 첨가한 MB의 반유동고체배지에 집락을
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접종하여 운동성 유무를 관찰하였다.

2-2.16SrRNA염기서열 분석

16S RNA 분석은 DNA Extract kit (Bioneer, Korea)를 사용하여

chomosomalDNA를 분리 하였으며 Bacterial16SrDNA universalprimer를

이용하여 16SrDNA를 증폭시켰다.합성된 oligonucleotides의 각각의 primer는

forwardprimer(27F):5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'reverseprimer

(1492R):5'GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로 구성되었다.각각

의 0.5 µM primer,200 µM deoxynucleoside triphosphate,Taq DNA

polymerase(Bioneer,Korea)3µl를 사용하여 PCR을 수행하였다.PCR반응조

건은 30cycle동안 94℃에서 45초 denaturation,50℃에서 45초 annealing,72℃

45초간 extention하였으며 증폭된 PCRproduct는 1% agarose(AgaroseLE,

Promegaco.)gel을 0.5㎍/mlethdium bromide로 염색하여 확인하였다.이를

ABI prism
TM

terminator cycle sequencing Ready reaction kit V.3.1

(Fluorescent dye terminators method)와 ABI 3730XL, capillary DNA

Sequencer를 사용하여 PCRProduct의 염기 서열 분석을 수행 하였으며,밝혀

진 염기서열은 NCBI(NationalCenterBiotechnology Information)의 Basic

LocalAligmentSearchTool(BLAST)을 사용하여 분석하였다.

2-3.종족 계통적 분석

분리균주의 16SrDNA 염기서열과 함께 유사성이 높았던 Phaeobacter속과

몇몇 다른 관련된 분류군의 16S rDNA 유전자 염기서열과 함께 ClustalW

software를사용하여 배열하였다.계통도는 distant의 근간을 neighbor-jointing

방법을 이용하여 설계하였다.
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2-4생화학적 특성 분석

그람 염색,Catalase,Amylase,Gelatinase,Tweenase,DNase,Citratetest는

“MethodforGeneralandMolecularBacteriology"(Smibert＆ Krieg,1994)에

준하여 수행하였으며 일부 실험은 API20NEKit(BioMerieukSA,France)을

사용하여 분석 하였다.

색소 생성능은 MA에 0.5%의 starch를 첨가하여 7일 동안 배양하여 집락의

색과 확산성을 관찰하였다.

3.PhaeobacterinhibensKJ-2의 항균활성 특성

3-1.배양조건에 따른 균의 생육도와 항균물질의 생산능

PhaeobacterinhibensKJ-2균주를 전배양하여 활성화 시킨 후 MB100㎖

에 접종한 후,20℃에서 120시간 동안 각각 진탕배양과 정치배양을 하였다.배

양 중 배양액의 일부를 취하여 660nm에서 Opticaldensity(OD)을 측정하여

생육도를 관찰하였으며,배양액을 원심분리한 후 상등액을 취하여 항균활성을

측정 하였다.또한 가장 높은 항균 활성을 보인 배양 조건으로 배양 한 후

Agar well diffusion assay를 이용하여 항균 활성을 측정 하였고,V.

anguillraum KCTC2711에 대한 농도에 따른 생육저해 활성을 측정하였다.농

도에 따른 생육저해 활성 측정은 10㎖의 MB배지에 supernatant의 농도를 2

배 희석법을 사용하여 희석 한 후 접종하여 25℃에서 배양하면서 0,4,8,12,

16,24시간이 되는 때에 660nm에서 microplatereader를 사용하여 측정 하였

다.또한 P.inhibensKJ-2supernatant가 어류질병치료제로의 가능성을 가늠

해보기 위하여 기존 항생제와의 활성을 비교하였다.기존 항생제 활성은

Vibrioanguillarum KCTC2711에 대한 항생제 감수성 test를 통하여 억제환

을 측정 한 후,P.inhibensKJ-2supernatant의 억제환과 비교하여 알아 보았

다.항생제는 Chloramphenicol외 15종을 사용하였다.
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3-2.P.inhibensKJ-2로부터 신호물질 (AHL)탐색

P.inhibensKJ-2의 신호물질을 탐색하기 위하여,bioassay법을 사용하였다.

신호물질 탐색 균주 Agarobacterium tumefacienceNT1(pDCI4IE33)은 부산대

학교로부터 분양받아 사용하였으며,배지는 AB minimalmedium(ABMM)을

사용하였다(Table1.).Agarobacterium tumefacienceNT1(pDCI4IE33)균주에는

gentamicin15µg/㎖을 첨가 하였으며,X-gal은 20mg/㎖ stock으로 하여 최

종 농도를 40µg/㎖로 사용하였다.

즉,Agarobacterium tumefacienceNT1을 0.2% mannitol이 함유된 ABMM

에서 30℃에서 액체 배양 후 ABminimalsoftagar(0.75% agar)에 균을 희

석하고,여기에 X-gal(40µg/㎖)을 넣어 ,ABminimalagar(1.5% agar)plate

에 overlay하였다.Plate가 굳은 다음 hole을 만든 후 P.inhibens KJ-2

supernatant을 60㎕ loading하였다.

PO4(20X)
1

50㎖

Salts(20X)
2

50㎖

Manitol0.2% 2g

Distilledwater 990㎖

Table 1. Autoinducer bioassy(AB) minimalmedium for Agrobacterium

tumefaciensNT1(pDCI4IE33)

1
PO4(K2HPO460g,NaH2PO4 20g)/L,

2
Salts(NH4Cl20g,MgSO4·7H206g,KCl

3g,CaCl20.2g,FeSO4·7H2O50mg)/L,pH7.0

3-3.다른 Vibriospp.에 대한 저해능 검토

Vibrio anguillarum외에 병원균으로 알려져 있는 V. parahaemolyticus

KCCM 11965,V.logei KCCM 12281,V.vulnificus KCTC 2962,V.
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campbelliiKCCM 41986,V.mimicusKCCM 42257,V.salmonicidaKCCM

41663등 다른 Vibrio속에 대한 P.inhibensKJ-2의 항균 활성을 검토하였다.

4.Phaeobacter.inhibensKJ-2의 항균 물질 생산에 미치는 인자

4-1.온도의 영향

MB배지 100㎖에 전배양액 1%(v/v)씩 접종하여,배양온도를 4℃에서 50℃

까지 조정하여 진탕 배양 후,각 배양온도의 생육도 및 항균 활성을 측정 하였

다. 생육도는 spectrophotometer(Biochrom Libra S22, UK)를 이용하여

660nm에서 OD로 측정 하였으며,항균활성은 Agarwelldiffusionassay를 이

용하여 측정하였다.또한 색소는 배양 상등액을 여과하여 398nm에서 측정 하

였다(Bruhn,2005).

4-2.pH의 영향

항균물질 생산을 위한 최적 pH를 검토하기 위하여 기본배지의 pH를 1N

HCl과 1N NaOH를 이용하여 각각 조정하였다.그리고 전배양액을 1.0%(v/v)

씩 접종하고 균의 생육도와 항균 활성,색소량을 측정 하였다.

4-3.NaCl농도의 영향

본 균주의 생육 및 항균 물질 생산에 미치는 NaCl의 농도에 따른 영향을 알

아보기 위하여 NaCl의 농도를 0%∼10%로 조정하여 배양하면서 생육도 및

항균 활성 및 색소량을 측정하였다.

4-4.탄소원의 영향

탄소원에 따른 생육도 및 항균 물질 생산을 조사하기 기본배지에 1.0%(w/v)
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의 탄소원 (lactose,manitol,glucose,mannose,raffinose,rhamnose,sucrose,

galactose,maltose,sobitol,solublestarch)을 첨가하여 균의 생육도 및 항균

활성을 측정하였다.또한 최적 탄소원으로 결정된 탄소원의 농도를 달리하여

탄소원의 농도에 따른 영향도 조사 하였다.

4-5.질소원의 영향

각종 유기 및 무기 질소원(peptone,maltextract,yeastextract,tryptone,

soybean, KNO3, (NH4)2HPO4, (NH4)2SO4, NH4N03, NaNO3, NH4Cl)을

1.0%(w/v)로 첨가하여 배양 한 후 균의 생육도 및 항균 활성을 측정 하

였고,최적 질소원에 대한 농도별 영향도 측정 하였다.

4-6.무기염류의 영향

기본배지에 각종의 무기염류(BaCl2·2H2O,ZnCl2, NiCl2·6H2O,K2HPO4,

KCl,CaCl2, CuSO4·5H2O CoCl2·6H2O,MgCl2·6H2O)들을 각각 0.1%(w/v)씩

첨가하고 전배양액을 1.0%(v/v)접종하여 배양한 후 균의 생육도와 항균 활

성을 측정 하였다.

4-7.Aeration의 영향

250㎖ 삼각플라스크를 이용하여 배지의 양을 25∼150㎖까지 넣은 후 150

rpm의 회전속도로 배양하여 각각 생육도 및 항균활성 및 색소량을 측정 하였

다.

5.P.inhibensKJ-2antibiotic제조

P.inhibensKJ-2를 전배양액을 1ℓ의 MB에 접종 한 후 20℃에서 24시간

동안 150rpm으로 진탕배양 하였다.배양액은 원심분리(5000rpm,4℃)하여
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균체를 제거하고 상등액을 취하였고,농축기를 이용하여 10배 농축한 다음

0.2㎛ poresizefilter로 제균하여 antibiotic을 제조하였다.

6.항균 스펙트럼

P.inhibens KJ-2 antibiotic의 광범위한 항균 활성을 알아보기 위하여

Table2.와 같이 어류질병 3종,인체 유해균 7종을 생물자원센터 (KCTC)혹은

한국 미생물 보존 센터 (KCCM)에서 분양받아 사용하였다.Edwardsiellatarda

는 병에 걸린 넙치에서 직접 분리하여 사용하였다.

배양액 항균활성 측정은 Agarwelldiffusionassay법을 이용하여 항균 스펙

트럼을 탐색하였다.

Strain Growthconditions

Gram

negative

bacteria

EscherichiacoliKCCM 40880
NutrientAgar

(Difco0001),37℃

EdwardseillatardaWildtype
BrainHeartInfusionAgar(Difco

0418)with1.5% NaCl,25℃

Salmonellathyphimurium KCCM 40820
NutrientAgar

(Difco0001),30℃

Gram

positive

bacteria

Propionibacterium acnesKCCM 41747
BrainHeartInfusionAgar

(Difco0418),37℃

BacillussubtilisKCCM 40820
NutrientAgar

(Difco0001),30℃

ListeriamonocytogenesKCCM 40307
BrainHeartInfusionAgar

(Difco0418),37℃

StaphylococcusaureusKCTC1916
Trypticasesoybroth

(BBL11768),37℃

SerratiamarsenceKCCM 21204
NutrientAgar

(Difco0001),26℃

StreptococcusiniaeKCTC3657
BHI(Medium 3)+0.5%

GlucoseMedium,37℃

StreptococcusparauberisKCTC3651
TrypticaseSoyYeastExtract

Medium,25℃

Fungi
CandidaalbicansKCTC7270 YM Agar,24℃

Pityrosporum ovaleKCCM 11894 Pityrosporum Medium,30℃

Table2. Listofstrainsandgrowthconditionsusedforantibacterialexperiments. 
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7.P.inhibensKJ-2antibiotic의 특성 조사

7-1.열안정성

열에 대한 antibiotic의 안정성을 검토하기 위하여 40℃,50℃,60℃,70℃,8

0℃,90℃에서 30분,100℃와 121℃에서 15분간 열처리한 다음 열처리하지 않

은 것을 대조구로 하여 Vibrioanguillarum KCTC 2711에 대한 항균 활성을

측정 하였다.

7-2.pH안정성

pH에 대한 안정성을 알아보기 위하여 antibiotic시료에 1N HCl과 1N

NaOH를 사용하여 pH를 3∼10까지 맞춘 후 상온에서 2시간 동안 방치 한

후 각각 pH에서의 항균 활성을 측정 하였다.

7-3.P.inhibensKJ-2antibiotic첨가에 따른 항균 효과 검토

V.anguillarum KCTC2711에 대한 P.inhibensKJ-2antibiotic의 항균효과

를 살펴보기 위하여 antibiotic을 첨가한 후 주사전자현미경(SEM)을 통하여 세

포형태 변화를 관찰 하였다.



- 13 -

Ⅲ.결과 및 고찰

1.항균 물질 생산 균주의 분리 및 동정

본 연구에서는 제주도 연안에 서식하는 군소알을 채집하여 단계희석법을 통해

평판 도말법으로 MA 평판배지에 접종하여 20℃,25℃에서 5∼7일간 배양한 후

30여 종의 특징적인 집락을 갖는 균주를 선별하였다.선별된 미생물을 Vibrio

anguillraum(KCTC2711)을 피검균으로 1차,2차 선별과정을 통해 항균 활성을

나타내는 1종의 균을 최종 선별 하였다(Fig.1.)최종 선별된 균주는 갈색계열의

집락을 갖는 KJ-2균주였다.

최종 선정된 균주를 실험방법에 명시된 방법을 통해 실험한 결과 Bacteria:

Proteobacteria: Alphaproteobacteria: Rhodobacterales: Rhodobacteraceae:

Phaeobacter로 확인 되었으며, 분리균주를 PhaeobacterinhibensKJ-2라고 명

명하였다.분리된 균주 PhaeobacterinhibensKJ-2의 형태학적,생리생화학적,

16SrRNA염기서열 분석 결과 분석은 다음과 같다.

Fig.1. Inhibition activity ofPhaeobacterinhibensKJ-2against

Vibrioanguillraum KCTC2711.

(A)Firstdetectedinhibitionzone

(B)Finaldetectedinhibitionzone
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1-1.형태학적 분석

P.inhibensKJ-2의 형태학적 특성은 고체 배지에서 집락형태와,주사 현미경

(SEM)을 통한 방법으로 관찰 하였다.고체 배지에서 형성된 집락의 특성을 관

찰한 결과는 Table3.에서 보는 바와 같다.형성된 집락의 형태는 원형이었고,

볼록한 돔형형태였으며,가장자리는 규칙적이고 매끄러운 특성을 나타내었다

(Fig.2.(A)).집락의 색깔은 갈색이었으며,배양시간이 길어질수록 집락의 색깔

은 어두운 갈색을 띄었다(Fig.2.(B))위와 같은 특성은 Martens등의(2006)연

구 결과와 일치하는 결과이다.주사현미경(SEM)을 이용하여 형태학적 특성을

관찰한 결과 간균의 형태를 보였으며 길이는 0.8∼1.0㎛ 폭은 0.4∼0.6㎛로 나

타났다.(Fig.2.(C))
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Contents Characteristics

Cellshape Rodwithroundedends

Cellsize(㎛) 0.8∼1.0and0.4∼0.6㎛

Motility Motile

Colonyshape Circular

Colonyelevation Convex

Colonymargin Entire

Colonysurface Smooth

Table3.MophologicalandculturecharacteristicsofPhaeobacterinhibensKJ-2

Fig.2. MophologicalandculturecharacteristicsofPhaeobacterinhibens

KJ-2.

(A)ColonyshapeofPhaeobactrinhibensKJ-2.(2days)

(B)ColonyshapeofPhaeobacterinhibensKJ-2.(4days)

(C)ScanningelectronmicrographofPhaeobacterinhibensKJ-2.
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1-2.16SrRNA염기서열

16SrRNA유전자는 세균들을 종 수준으로 구분할 수 있는 정보를 담고 있으

며,이 중 일부는 균종별로 보존되어 있고 다른 부분은 균종별로 염기서열이 다

르기 때문에 세균의 16SrRNA의 염기서열 분석은 균 분류체계에 필수적이다.

분리균주 KJ-2의 16S rRNA PCR 증폭을 통해 얻은 1340bp염기서열들을

Nationalcenter Biotechnology information(NCBI)의 Basic LocalAligment

Search Tool(BLAST)을 이용하여 분석한 결과 Roseobacter gallaeciensis

partial16S rRNA gene,isolateX20,Phaeobacterinhibens16S ribosomal

RNA gene,partialsequence와 각각 99%의 상동성을 보였으며,이들을

alignment한 결과를 으로 나타내었다(Fig.3.).

계통수는(Phylogenictree)는 거리(distance)에 근거한 방법으로 작성하였으며,

KJ-2의 16S rRNA 서열과 α-Proteobacteria9종의 유전자 data를 이용하여

Neighbor-Joining방법에 의해 계통수를 나타내었다(Fig.4.).분리 균주 KJ-2는

계통수의 진화적 관계를 분석 한 결과 Phaeobacter속에 포함되었으며,

Phaeobacterinhibens와 매우 가까운 진화적 거리를 나타내어 동일종으로 사료

된다.
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KJ-2            CGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCTCTAAGGAATAGCCACTGGAAACGG

AY177712        CGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCTCTAAGGAATAGCCACTGGAAACGG

Y13244          CGGACGGGTTAGTAACGCGTGGGAACGTGCCCTTCTCTAAGGAATAGCCACTGGAAACGG

                ************************************************************

KJ-2            TGAGTAATACCTTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAGAAGGATCGGCCCGCGT

AY177712        TGAGTAATACCTTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAGAAGGATCGGCCCGCGT

Y13244          TGAGTAATACCTTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGAGAAGGATCGGCCCGCGT

                ************************************************************

KJ-2            TAGATTAGATAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGTCTACGATCTATAGCTGGTTTTAG

AY177712        TAGATTAGATAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGTCTACGATCTATAGCTGGTTTTAG

Y13244          TAGATTAGATAGTTGGTGGG-TAACGGCCTACCAAGTCTACGATCTATAGCTGGTTTTAG

                ******************** ***************************************

KJ-2            AGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

AY177712        AGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

Y13244          AGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

                ************************************************************

KJ-2            GGGAATCTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCC

AY177712        GGGAATCTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCC

Y13244          GGGAATCTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCC

                ************************************************************

KJ-2            TTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCAGAGATGATAATGACAGTATCTGGTAAAGAAACCCC

AY177712        TTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCAGAGATGATAATGACAGTATCTGGTAAAGAAACCCC

Y13244          TTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCCAGAGATGATAATGACAGTATCTGGTAAAGAAACCCC

                ************************************************************

KJ-2            GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTAC

AY177712        GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTAC

Y13244          GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTAC

                ************************************************************

KJ-2            TGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGAAAGTTGGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACC

AY177712        TGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGAAAGTTGGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACC

Y13244          TGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCAGAAAGTTGGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACC

                ************************************************* **********

KJ-2            CT-GGAACTGCCTCCAAAA-CTCCTGGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGA

AY177712        CT-GGAACTGCCTCCAAAA-CTCCTGGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGA

Y13244          CC-GGAACTGCCTCCAAAA-CTCCTGGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGA

                *  **************** ****************************************

KJ2             GTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG

AY177712        GTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG

Y13244          GTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGG

                ************************************************************

    Fig.3. Aligmentof16SrRNAsequenceoftheisolatedStrainKJ-2.

AY177712:Phaeobacterinhibens,Y13244:Phaeobactergallaeciensis
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KJ2             CTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA

AY177712        CTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA

Y13244          CTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGTGTGGGGTGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA

                ********************************** *************************

KJ2             GTCCACACCGTAAACGATGAATGCCAGTCGTCAGCAAGCATGCTTGTTGGTGACACACCT

AY177712        GTCCACACCGTAAACGATGAATGCCAGTCGTCAGCAAGCATGCTTGTTGGTGACACACCT

Y13244          GTCCACACCGTAAACGATGAATGCCAGTCGTCGGCAAGCATGCTTGTCGGTGACACACCT

                ******************************** ************** ************

KJ2             AACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA

AY177712        AACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA

Y13244          AACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGA

                ************************************************************

KJ2             CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA

AY177712        CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA

Y13244          CGGGCGGCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA

                **** * *****************************************************

KJ2             CCAACCCTTGACATC----CTAGGACCGCCAGAGAGATTTGGCTTTCACTTCGGTGACCT

AY177712        CCAACCCTTGACATC----CTAGGACCGCCAGAGAGATTTGGCTTTCACTTCGGTGACCT

Y13244          CCAACCCTTGACATC----CTAGGACCGCCAGAGAGATTTGGCTTTCACTCCGGTGACCT

                ***************    ******************************* *********

KJ2             AGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGG

AY177712        AGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGG

Y13244          AGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGG

                ************************************************************

KJ2             CAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAGCAGTTCGGCTGGGCACTCTAGGGAAACT

AY177712        CAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAGCAGTTCGGCTGGGCACTCTAGGGAAACT

Y13244          CAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAGCAGTTCGGCTGGGCACTCTAGGGAAACT

                ************************************************************

KJ2             GCCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTT

AY177712        GCCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCC-TTACGGGTT

Y13244          GCCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCC-TTACGGGTT

                ************************************************** *********

KJ2             GGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGTGACAATGGGTTAATCCCAAAAAACTGTCTCAGT

AY177712        GGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGTGACAATGGGTTAATCCCAAAAAACTGTCTCAGT

Y13244          GGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGTGACAATGGGTTAATCCCAAAAAACTGTCTCAGT

                ************************************************************

KJ2             TCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAACAG

AY177712        TCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAACAG

Y13244          TCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTAACAG

                ************************************************************

   

           KJ2             CATGACGCGGTGAAT

           AY177712        CATGACGCGGTGAAT

           Y13244          CATGACGCGGTGAAT

                           ***************

   Fig.3. Continued.
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Fig.4.Neighbour-joining tree based on nealy complete 16S rDNA

sequences, showing relationships between strain KJ-2 and

memberofthe α-Proteobacteria.Numbers atthe nodes are

levels ofbootstrap support(%),based on neighbour-joining

analyses of 1,000 resampled datasets.Rhodobacter aestuarii

(AM748926) was used as an outgroup.Bar,0.1 nucleotide

substitutionsperposition.
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1-3.생화학적 분석

분리 균주 KJ-2의 생화학적 특성을 P.inhibenssp.novT5
T
와 비교 검토한

결과는 Table4.에서 보는바와 같다.KJ-2는 그람 염색을 통해 그람 음성균임

을 확인 하였으며,갈색의 색소를 띄었고,Bacteriochlorophyllα는 생산하지 않

았다.또한 KJ-2는 D-glucose,D-mannose,D-manitol,malate,L-arabinose,

N-acetyl-glucosamine를 이용 가능한 특성을 나타내었다.

P.inhibenssp.novT5
T
의 생화학적 특성을 비교한 결과 유사한 부분이 많았

고,catalaseproductions,D-maltose,L-arabinose이용능의 차이를 보였다.
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Characteristic KJ-2
P.inhibenssp.nov

T5
T

pigmentation Brown Brown§

Bchla - -

Temperaturerangeforgrowth 15℃∼30℃ 4∼36℃

pHrangeforgrowth 6.0∼10.0 6.0∼9.5
§

Na
＋
requirement 2∼9% 0.5∼9%

§

ArginineHydrolysis -

Catalaseproduction - ＋
§

starchhydrolysis - -
§

skinmilkhydrolysis -

tween80hydrolysis - -
§

Gelatinhydrolysis - -
§

Nitratereduction - -
§

Urease -

DNase -

Utilizationof

Citrate - -
§

D-Glucose ＋ ＋
§

D-mannose ＋ ＋
§

D-Manitol ＋ ＋
§

D-Maltose - ＋§

N-acetyl-glucosamine ＋

Malate ＋

L-arabinose ＋ -
§

Table4.PhysiologicalcharacteristicsofPhaeobacterinhibensKJ-2.

§
Datafrom Martens,2006
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2.PhaeobacterinhibensKJ-2의 항균 활성 특성

2-1.배양조건에 따른 균의 생육도와 항균물질의 생산능

PhaeobacterinhibensKJ-2의 배양 조건에 따른 항균 물질 생산능을 검토한

결과는 Fig.5.와 같다.생육도를 측정한 결과 진탕 배양의 경우 20시간 까지 대

수기적 성장을 보인 후 48시간 이후 둔화 되어 정지기에 도달 한 것을 알 수 있

었다.정치 배양의 경우는 24시간 이후 대수기적 성장을 하였으며,120시간 이후

부터 정지기로 들어가는 것을 관찰 할 수 있었다.

진탕 배양과 정치배양 모두 접종 후 4시간 후부터 항균 활성 억제 환이 나타났

으며,진탕배양의 경우 24시간째,정치배양의 경우 96시간째에 활성이 가장 좋

게 나타났다.대부분의 미생물들은 대수 증식기나 정지기에 이차대사산물을 생산

한다고 알려져 있다.따라서 PhaeobacterinhibensKJ-2의 성상도 위와 비슷한

지 조사한 결과 PhaeobacterinhibensKJ-2는 대수증식기 이전부터 항균 활성을

나타내는 것을 알 수 있었으며,정지기까지 활성이 증가 하였다.이런 결과는

Brinkhoff등(2004)의 보고와 일치하며,몇몇 해양세균의 이차대사산물 생산은 다

른 요소 즉,다른 미생물과의 영양학적 경쟁이나 고체 표면에서의 생육 등에서

증대될 수 있다고 보고하고 있다(Longetal.2003).

몇몇 세균의 항균물질 생산은 미생물의 신호전달방법의 하나인 세포의 밀도 인

식을 통한 특정 유전자의 발현이 유도되는 Quorum-sensing( QS)에 의해 제어

가 된다고 보고되고 있으며,실제로 Roseobacter종에서 QSsignal이 검출되었다

(Bruhn,2006).이런 연구 결과를 바탕으로 QSsignal인 AutoinducerType중이

하나인 AHL(acylated-homoserinelactone)monitorstrain을 가지고 항균 물질

생산과 관련이 있는지 검토한 결과 Fig.6,7.과 같았다.진탕배양시 배양 20∼24

시간째에 AHL이 가장 높은 생성능을 나타내었으며,24시간 이후부터 점점 감소

되었다.정치 배양의 경우 배양 4시간째에 가장 높은 AHL생성능을 보였으며 점

점 증가하다고 감소하는 양상을 나타내었다.이런 AHL생성능은 항균 활성과 거

의 일치함을 알 수 있었으며,분리균주 KJ-2의 경우에도 항균 물질 생산에 QS

가 관련이 있을 것으로 사료된다.
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Fig. 5. Effectofcellgrowth and antimicrobialactivity ofP.inhibens

KJ-2.(-□-:Cellgrowthofshakingculture,-■-:Cellgrowthofstaticculture,;

-◌-:Inhibitionzoneofshakingculture,-◆-:inhibionzoneofstaticculture)

 Fig.6. Detectionofacylatedhomoserinelactones(AHLs)from P.inhibens

KJ-2.
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Fig.7. BioassayofP.inhibensKJ-2byusingAgarobacterium tumefacience

NT1(pDCI4IE33)receptorstain.

또한 배양조건에 따른 생육도와 항균 활성 측정 후 가장 높은 항균 활성을 보

인 배양 24시간째의 배양 상등액을 가지고 2배 희석법을 통해 농도에 따른 생

육저해 효과와 Agarwelldiffusion을 이용하여 항균 활성을 측정한 결과 Fig.

8.과 같이 나타내었다.

P.inhibensKJ-2supernatant농도에 따른 V.anguillarum KCTC2711의 생육

저해 효과를 검토한 결과 P.inhibensKJ-2supernatant를 첨가하지 않은 대조



- 25 -

구의 경우 배양후 4시간 후부터 급속한 균의 증식을 볼 수 있었고,P.inhibens

KJ-2supernatant의 농도를 6.25∼50% 첨가하였을 경우 균의 증식이 없이 24시

간까지 억제됨을 알 수 있었다.하지만 P.inhibensKJ-2supernatant의 6.25%

이하의 첨가농도에서는 4시간 이후부터 균의 증식이 관찰 되어 V.anguillarum

KCTC2711생육억제 효과를 나타내지 않았다.따라서 위의 생육저해효과 실험

에서 나타난 가장 낮은 첨가농도인 6.25%를 최소억제농도로 정하였다.

Agarwelldiffusionassy를 이용한 실험에서도 10%,20%,50%,100%의 농도

를 첨가 하였을시 V.anguillarum KCTC2711에 대한 억제환이 점점 넓게 나

타나 항균활성이 증가함을 알 수 있었고,위의 생육저해 효과에서의 첨가농도와

거의 일치하는 것을 알 수 있었다.

Fig. 8. Growth inhibition of P. inhibens KJ-2 supernatant on V.

anguillarum KCTC2711.
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어병치료제로서의 가능성을 가늠해 보기 위하여 Vibrioangurillraum에 대한 기

존항생제와 P.inhibensKJ-2의 생산하는 항균물질의 항균 활성을 비교 검토한

결과는 다음과 같다(Table6.).몇 종류의 항생제를 제외하고는 기존항생제에 비

해 항균활성이 떨어지는 것을 알 수 있었다.하지만 본 연구에서는 배양액만을

처리하여 사용하였기 때문에 항균 물질이 정제가 되거나 고농도로 사용할 경우

활성은 더욱 증가 할 것으로 보이며,현재 양식장에서 주로 사용되고 있는

Oxytetracycline,Doxycycline등과 비슷하거나 높은 활성을 나타낼 것으로 사료

된다.

Antibiotics Inhibitionzone(mm)

Chloramphenicol30 32

Oxytetracycline30 27

Neomycin30 19

Doxycycline30 25

Gentamycine10 18

Norfloxacin10 33

Ofloxacin5 35

Flumequine12 35

Cephalothin30 0

Kantamycin9 17

Specinomycin10 0

Minocycline30 27

Novobiocin5 24

Sulfisoxazole30 31

Lincomycin2 0

Erythromycin5 21

P.inhbensKJ-2 22

Table6. ComparisonofantibioticsagainstV.angurillraum KCTC2711.
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2-2.다른 Vibriospp.에 대한 억제능 검토

PhaeobacterinhibensKJ-2의 다른 Vibriospp.에 대한 생육 억제능을 Agar

welldiffusion을 사용하여 검토한 결과는 Table5.와 같다.

Vibrioparahaemolyticus와 Vibriofluvialis를 제외한 나머지 5종에 대하여 저

해능을 보였으며,특히 ,Vibriocampbellii,Vibriomimicus에 대해 높은 저해능

을 나타내었다.

Table5.Comparisonofantimicrobialactivity on Vibrio spp.by P.inhibens

KJ-2.

Vibriospp. Inhibitionzone(mm)

VibriologeiKCCM 12281 11

VibrioparahaemolyticusKCCM 11965 -

VibriofluvialisKCTC2473 -

VibriovulnificusKCTC2962 17

VibriocampbelliiKCCM 41986 18

VibriosalmonicidaKCCM 41663 10

VibriomimicusKCCM 42257 17

 



- 28 -

3.P.inhibensKJ-2의 항균 물질 생산에 미치는 인자

3-1.배양온도에 따른 영향

균주의 생육과 항균물질 생산에 미치는 배양온도의 영향을 검토한 결과는

Fig.9.와 같다.그 결과 20℃∼30℃에서 균체의 생육이 높았으며,20℃에서 가

장 높은 항균 활성을 보였다.생육도와 대부분 일치하지 않는 P.inhibens

KJ-2의 항균물질 생산은 생육도 외에 다른 요소가 관여하는 것으로 생각되어,

색소를 측정한 결과 항균 활성과 매우 유사한 경향을 관찰 할 수 있었다.

Porsby등(2008)은 Phaeobactersp.는 정확한 기작은 밝혀지지 않았지만 항균

활성을 나타내는 원인이 여러 다른 요소 즉 색소생산,부착능 등의 영향이 있을

수 있다고 보고하고 있으며 이러한 연구내용과 일치하는 결과이다.또한 20℃∼

30℃ 부근에서 생육도가 가장 높았는데 일반적으로 해양세균이 저온 미생물로

서 20℃∼30℃ 부근에서 잘 성장하는 것과도 유사한 결과를 나타내었다(Kang,

2004;Choi,2002).
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Fig.13. Effectoftemperatureofthecellgrowthandantimicrobialactivity

ofP.inhibens KJ-2.(-■-:Cellgrowth,-□-:Inhibition zone,-●-:

Pigment)

3-2.pH의 영향

pH를 4-10까지 단계별로 조절한 기본배지에 P.inhibensKJ-2의 생육도 및

항균 활성을 측정한 결과 pH 7∼9에서 생육도가 좋았으며,항균 활성은 pH 6

에서 가장 좋은 것으로 나타났다(Fig.10.).위와 마찬 가지로 항균 활성은 생

육도와 관련이 적었으며,색소량 측정값과 일치하는 것을 관찰 할 수 있었다.

이런 색소생산은 Quorum sensing과 관련이 깊으며,앞서 수행 되어진 결과

에서와 같이 QS(quorum sensing)signal인 AHLs의 항균물질 생산과 관련이

있다고 사료된다.또한 AHLs은 pH 8.0이상의 약알칼리조건 하에서는 쉽게 가

수분해되지만, 약산성조건하에서는 비교적 안정한 것으로 알려져 있는데

(Leadbetter,2000)아래의 그림에 보는 것과 같이 약산성조건인 pH 6.0에서

항균 활성이 좋았으며,약알칼리 조건으로 갈수록 항균 활성이 낮아지는 것을

관찰 할 수 있었다.
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Fig.14.  EffectofpH ofthecellgrowthandantimicrobialactivityofP.

inhibensKJ-2.(-■-:Cellgrowth,-□-:Inhibitionzone,-●-:Pigment)

3-3.NaCl농도의 영향

NaCl농도를 0∼10%(w/v)까지 조절한 배지에서 배양한 후 생육도와 항균 활

성을 측정 한 결과 2∼4%에서 높은 생육도를 보였으며,4%에서 생육도와 항균

활성이 가장 높게 나타났다(Fig.11.).또한 4%이상에서 균의 생육은 감소하였지

만 항균 활성은 일정 수준 나타나는 것을 관찰 할 수 있었다.이것은 위의 pH,

온도의 영향에서와 같은 경향을 보였고,색소 측정값과 유사한 결과이다.
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Fig.15.EffectofNaClconcentrationofthecellgrowthandantimicrobial

activityofP.inhibensKJ-2.

(-■-:Cellgrowth,-□-:Inhibitionzone,-●-:Pigment398nm) 

3-4.탄소원의 영향

KJ-2의 항균물질 생산에 미치는 각종 탄소원의 영향을 검토하기 위하여 MB(

marinebroth,Difco.USA.)를 기존배지에 1%의 각각의 탄소원을 첨가하여 균

체 성장 및 항균활성을 측정하였다(Table7.).Sorbitol첨가시 가장 좋은 항균

활성을 나타내었으며,나머지 탄소원은 생육은 좋았으나 항균 활성은 저해되었

다.Sobitol농도를 0.2∼3%로 조절하여 항균 활성을 측정한 결과 Fig.12.와 같

이 1.5% 첨가시 가장 높은 활성을 나타내었고,그 이상의 농도에서는 감소하는

것을 볼 수 있었다.

3-5.질소원의 영향

질소원에 따른 항균 물질 생산을 알아보기 위하여 미생물의 대사증식에 결정

적인 영향을 미치는 성분으로 알려져 있는 peptone, maltextract,yeast
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extract,tryptone,soybean의 유기 질소원과 (NH4)2HPO4,KNO3,(NH4)2SO4,

NH4NO3,NaNO3,NH4Cl의 무기 질소원을 첨가하여 실험하였다(Table8.).표

에서 보는 바와 같이 유기질소원 에서는 maltextract가 항균 활성이 높았으며,

무기질소원에서는 (NH4)2HPO4를 제외한 모든 질소원에서 항균 활성이 높게 나

타내어 항균 물질 생산에 무기질소원이 효과적인 것을 알 수 있었다.무기질소

원 NH4NO3을 각각의 농도별로 실험한 결과 0.8%에서 가장 높은 활성을 나타

내었다(Fig.13.).
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Table7.Effectofcarbonsourceonthegrowthandantimicrobialactivity.

Carbonsource Growth(OD660nm) Inhibitionzone(mm)

Lactose 1.850 14.1

Manitol 2.347 13.5

Glucose 1.731 13.9

Mannose 1.874 11.6

Raffinose 1.845 12.8

Rhamnose 1.696 11.6

Sucrose 2.299 9.5

Galactose 1.925 9.3

Maltose 1.486 11.5

Sorbitol 2.043 16.1

Sloublestarch 1.925 11.3

Fig.12. Effectofsorbitolconcentrationontheantimicrobialactivity.
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Table8.Effectofnitrogensourceonthegrowthantimicrobialactivity.

Nitrogensource Growth(OD660nm) inhibitionzone(mm)

Peptone 2.320 13.4

Maltextract 2.440 19.0

Yeastextract 0.809 12.4

Tryptone 2.437 10.3

Soybean 1.869 9.7

KNO3 1.207 20.1

(NH4)SO4 0.720 18.8

NH4NO3 1.309 20.9

NaNO3 1.599 16.5

NH4Cl 0.755 20.0

Fig.13. EffectofNH4NO3concentrationontheantimicrobialactivity. 
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3-6.무기염류의 영향

기본배지에 각종의 무기염류(BaCl2·2H2O,ZnCl2, NiCl2·6H2O,K2HPO4,

KCl,CaCl2, CuSO4·5H2O CoCl2·6H2O,MgCl2·6H2O)들을 각각 0.1%(w/v)씩

첨가하고 전배양액을 접종하여 배양한 후 균의 생육도와 항균물질 생산에 미치

는 영향을 검토한 결과 ZnCl2,NiCl2·6H2O,CaCl2,CuSO4·5H2O CoCl2·6H2O 에

서는 균의 성장이 이루어지지 않았다(Table9.).BaCl2·2H2O,K2HPO4,KCl,

MgCl2·6H2O에서 균의 성장과 항균 활성을 나타내었는데 대조구보다 성장 및

활성 모두 낮게 관찰 되었다.따라서 P.inhibensKJ-2의 무기염류의 영향은 오

히려 성장과 항균물질 생산에 저해요소로 작용하는 것으로 사료된다.

Mineral Growth(OD660nm) inhibitionzone(mm)

BaCl2·2H2O 0.489 13.3

ZnCl2 0.003 -

NiCl2·6H2O 0.018 -

K2HPO4 0.735 11.2

KCl 0.396 10.2

CaCl2 0.015 -

CuSO4·5H2O 0.012 -

CoCl2·6H2O 0.023 -

MgCl2·6H2O 1.750 9.5

Table9. Effectofmineralsourcesonthegrowthantimicrobialactivity. 
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3-7.Aeration의 영향

250㎖ 삼각 플라스크를 이용하여 배지의 양을 25∼150㎖까지 조정하여 배양한

후 생육도 및 항균 활성을 관찰하였다(Fig.14.).그 결과 삼각 플라스크 내 배양

액 양이 많을수록 높은 생육도를 보였으나,항균 활성은 배지의 양을 50㎖를 첨

가 했을 때 높은 활성을 나타냈다.이런 결과는 색소 측정 결과 거의 일치 하는

결과이며,온도,pH,NaCl의 영향에서 나타난 양상과 거의 일치하는 결과이다.

Fig. 18. Effectofaerationofthecellgrowthandantimicrobialactivityof

P.inhibensKJ-2.

        (■:Inhibitionzone,□:Cellgrowth,-●-:Pigment398nm)   
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4.항균 스펙트럼

광범위한 항균 활성을 알아보기 위해 KJ-2antibiotis을 제조하여 사용하였으며,

어류질병 3종,인체 유해균 7종,진균 2종에 대하여 활성을 검토한 결과 그람 음

성,양성균에 걸쳐 폭넓은 항균활성을 나타내었고,진균류에는 활성을 나타내지

않았다(Table10.).

KJ-2antibiotis은 앞서 검토한 Vibriosp.외에도 양식업에 많은 피해를 주고

있는 Streptococcusiniae,Edwardtarda,Streptococcusparauberis에도 높은 활

성을 나타내어 어류질병에 대한 광범위한 항생제로서 이용가능성이 있다고 사료

되며,특히 인체 유해균 중 여드름 유발균인 Propionibacterium acnes는

supernatant의 모든 농도의 처리구에서 높은 저해환을 관찰 할 수 있어 앞으로 연구

가치가 있다고 생각된다.

Strain
Inhibitionzone(mm)

100% 50% 20% 10%

Gram
negative
bacteria

Escherichiacoli 17 14 11 9

Edwardsiellatarda 21 20 16 14

Salmonellathyphimurium 0 0 0 0

Gram
positive
bacteria

Propionibacterium acnes 27 24 22 20

Bacillussubtilis 19 18 15 13

Listeriamonocytogenes 13 0 0 0

Staphylococcusaureus 19 15 13 10

Serratiamarsences 0 0 0 0

Streptococcusiniae 20 18 16 13

Streptococcusparauberis 15 13 10 10

Fungi
Candidaalbicans 0 0 0 0

Pityrosporum ovale 0 0 0 0

Table10.AntimicrobialactivitiesofthesupernatantofKJ-2antibiotis.
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Fig.15. AntimicrobialactivityofKJ-2antibioticagainstvariouspathogenic

Bacteria.
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5.P.inhibensKJ-2antibiotics의 생물학적 특성

5-1.열안정성

P.inhibensKJ-2antibiotics항균물질의 열에 대한 영향을 알아보기 위하여

온도를 40∼121℃까지 달리하여 항균 활성을 검토한 결과를 Fig.16.에 나타내

었다.그림에서 서 보는 것과 같이 온도에 따른 항균 활성의 변화는 관찰 되지

않았으며,특히 121℃에서 15분간 고압 열처리를 하여도 활성을 유지한 것으로

나타나 열에 매우 안정한 것으로 나타났다.

5-2.pH안정성

P.inhibensKJ-2antibiotics의 pH에 대한 안정성은 KJ-2antibiotics를 1N

HCl과 1N NaOH를 이용하여 pH 3∼10까지 조정하고 이를 2시간동안 실온에

방치 한 후 항균 잔존 활성 측정을 통해 검토 하였다(Fig.17.).

KJ-2antibiotics는 pH 3,4,5,6,7,8에서 비교적 안정한 반면,pH 9이상에

서 잔존 활성이 다소 감소하는 것을 알 수 있었다.전체적으로 pH의 모든 범

위내에서 일정 수준의 항균 잔존 활성을 나타내었다.이런 결과는 Bruhn등

(2005)이 보고한 Phaeobacter속의 생산하는 항균물질이 pH에 안정하다는 결

과와 일치하는 것을 알 수 있었다.
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Fig.16. EffectoftemperatureontheP.inhibensKJ-2antibioticstability. 

Fig.17. EffectofpHontheP.inhibensKJ-2antibioticstability. 
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5-3.P.inhibensKJ-2antibiotic첨가에 따른 항균 효과 검토

V.anguillarum KCTC2711에 대한 P.inhibensKJ-2antibiotic의 효과를 살

펴보기 위하여 antibiotic을 첨가한 후 3시간 방치한 후 주사전자현미경(SEM)을

통하여 V.anguillarum KCTC 2711의 세포형태변화를 관찰한 결과는 다음과

같다(Fig.18.).

P.inhibensKJ-2antibiotic을 처리하지 않은 V.angurillarum 세포를 관찰한

결과 균체의 표면이 매끄러운 정상적인 형태를 관찰 할 수 있었고(Fig,18.A),

P.inhibensKJ-2antibiotic을 처리한 경우 세포 표면에 여러 구멍이 생기고 세

포벽이 붕괴되는 현상을 관찰 할 수 있었다(Fig.18.B).

이는 본 균주가 생산하는 항균 물질은 유산균의 그람 음성균과 양성균에 대한

항균활성은 세포벽을 파괴함으로써 나타난다는 보고(Kang 1998)와 allyl

isothocyanate와 초산 등이 L.monocytogenes에 대하여 미생물의 세포막을 파

괴하여 내용물의 유출되어 항균효과를 나타낸다는 보고와 유사한 현상으로 사

료된다(Ahn2001).

Fig.18. Scanning electron micrographofV.angirillarum treatedwith P.

inhibensKJ-2antibiotic.(A)Untreated,(B)Treated.
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Ⅳ.요 약

어류 양식 산업의 급격한 성장과 증대로 인해 해마다 어류질병에 의한 피해는

날로 증가 하고 있으며,이를 치료하기 위한 무분별한 항생제의 사용으로 내성균

의 출현과 어체내 약품 잔류로 문제가 되고 있다.이러한 문제를 해결하기 위하

여 다각적인 방법을 모색 하고 있으며,그 중 생물학적 제어에 관한 관심이 증가

하고 있다.최근 항균물질을 생산하거나 경제적 저해를 유발하는 세균이 검출되

고 있으며,많은 연구가 진행 중에 있다.

본 연구는 양식업에 막대한 경제적인 손실은 가져다주는 세균성 어류질병인

Vibrioanguillarum을 예방하고 control하기 위한 생물 전구체(Probiont)의 개발

에 목적을 두고,해양생물 군소알로부터 특징적인 균주를 분리 하였다.이를 형

태학적 관찰,염기서열 분석,생화학적 특성을 통해 균을 동정하여 Phaeobacter

inhibens KJ-2로 명명하였다.P.inhibens는 최근 항균물질의 황을 함유한

tropodithieticacid(TDA)로 알려졌다.

KJ-2균주는 비브리오에 대해 강한 항균 활성을 갖고 있다는 연구에 따라 잠재

적인 어류질병예방 및 치료제로서 가치가 있어 항균물질의 생산특성을 배양조건

에 따라 검토하였으며,그 결과 20℃에서 24시간 배양 후 항균활성이 최대였고,

배양 4시간 후부터 생육도는 낮았으나 항균물질생산을 시작하였다.생육도가 거

의 없는데도 불구하고 항균물질이 생산이 이루어졌는데,이는 QS(quorum

sensing)의 신호 물질인 AHLs과 관련이 있다고 사료되며,AHLs의 생성능은 항

균 활성과 거의 일치함을 알 수 있었다.

이런 배양특성을 바탕으로 항균 활성을 검토한 결과 V.anguillarum에 대해 강

한 항균활성을 보였으며,다른 Vibriospp.에 대해서도 항균활성을 나타내었다.

특히 Vibriovulnificus,Vibriocampbellii,Vibriomimicus에 대해 높은 저해능

을 나타내었다.P.inhibensKJ-2의 항균물질 생산을 위한 조건은 1.5% sorbitol,

0.8% NH4NO3,4% NaCl이며,pH6,최적 온도는 20℃이었다.하지만 무기염류를

첨가 했을시 몇몇 무기염류를 제외하고 생육 및 항균물질 생산을 저해 하였다.

위의 항균물질 생산에 미치는 영향에 일반적인 미생물과 달리 항균물질의 생산
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의 항균 물질 외에 다른 요소가 작용하는 것을 관찰 할 수 있었다.즉 색소,

AHLs의 생성과 항균활성은 대부분 일치 하였으며,따라서 P.inhibensKJ-2의

항균물질 생산에 QS가 관련이 있다고 사료된다.

P.inhibensKJ-2antibiotic을 제조하여 항균활성 및 안정성 등을 조사하였다.

KJ-2antibiotic은 어류질병 및 인체 유해균 등에 대해 강한 항균 활성을 나타내

었으며,121℃에서 15분간 고압열처리를 하여도 항균활성을 유지 하였고,pH에

대한 안정성은 약알칼리성에서 다소 항균활성이 감소했지만 대부분 안정하였다.

P.inhibensKJ-2antibiotic의 V.anguillarum에 대한 항균 기작을 검토하기 위

해 주사전자현미경(SEM)을 통하여 세포변화를 관찰 하였으며,P.inhibensKJ-2

의 항균물질은 초산이나 유산균 같이 세포벽을 붕괴시킴으로써 생육을 억제하는

것으로 관찰되었다.

따라서 P.inhibensKJ-2는 어류질병을 예방하거나 치료 할 수 있는 생물 전구

체(Probiont)로써 이용이 가능할 것으로 판단되며,본 균주의 항균 물질 생산에

관여하는 다양한 요소들에 대한 연구가 필요할 것으로 보인다.또한 생물접촉 실

험 등을 통하여 생물전구체로써의 이용 가능성을 충분히 검증 할 필요가 있다고

생각 된다.
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