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Abstract

Thepurposeofthisexperimentwastoselectusefulprobioticstrainswith

antibacterialactivity and acid resistance againsta broad range ofbacteria

causingfishdiseasestopreventbacterialdiseasesoffishesorimprovetheir

immunesystem fortheefficiencyoffarmingindustry.

Fivekindsofstrainsextractedfrom oliveflounderintestinewereusedtostudy

theirantibacterialactivity,bileresistance,andacidresistance,andLactobacillus

rhamnosusCY-1wasfinallyselectedtoexaminetheircultural,morphological,

genetic,andphysiologicalcharacteristics.Inresultofidentification,Lactobacillus

rhamnosus CY-1 was identified as Lactobacillus rhamnosus and named

LactobacillusrhamnosusCY-1. Inresultofreviewing theoptimalculturing

conditions formaximum production ofantibacterialmaterials,the source of

carbonwas3% Rhamnose;thesourceofnitrogenwas3% Yeastextract;the

inorganicsaltwas3% FeSO4·7H2O;theculturingtemperaturewas35℃;the

initialpHofculturemedium was8;andtheculturingtimewas96hours.

Thestrainswereaddedtothefeedintheconcentrationof103,105,and107

CFU/kgand2% offishesweregiventhefeedtwiceaday(9AM and5PM)

for 4 weeks. The mortality testperformed by artificialinfection using

S.parauberis,apathogenicbacterium,afterthecompletion ofthisstudy also

showedover40% greatersurvivalrateinalltestsamples.Basedontheabove

findings,itwas concluded thatLactobacillus rhamnosus CY-1 in the feed

improvedfarmedflatfish'simmunesystem andresistanceagainstdiseasesas

theprobiotic. Also,thephysiologicalindicatorsdiscoveredbythisstudywould

beusefulforidentifyingthemechanismsofprobiotics.
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Ⅰ.서 론

우리나라의 양식 산업은 1990년 이후 격한 발 하 으며,수산물이 식량자원

공 원으로써 가치가 높아지고 있다.국내 넙치 양식 산업은 1984년 국립수산과학

원에서 인공종묘 생산 기술을 개발한 이후,양식 산업이 격히 발 한 1990년

반부터 본격 으로 생산되기 시작하 다.

제주도는 넙치 양식에 최 의 조건을 갖추고 있는데 2005년도인 경우 국 양식넙

치 생산량의 50%를 상회하는 20,370톤을 생산하 으며,5,300톤의 활 넙치가 일본으

로 수출되어 외국 시장에서도 품질을 인정받고 있다(해양수산부,2006;제주특별자

치도,2006).

그 지만 어류 양식 산업의 격한 성장과 생산량 증 로 인해 해마다 어류질병에

의한 피해는 날로 증가하고 있으며,국내 양식 산업에서도 총사육량의 25~30% 정도

가 질병으로 폐사하고 있으며,주로 세균성 질병과 기생충성 질병이 많이 발병되고

있다(진,2002).양식넙치에 감염되는 세균성 질병으로는 부분 그람 음성균으로서

비 리오병(Vbrio sp.),연쇄상구균증(Streptococcus sp.),활주세균증(Flexibacter

sp.),에드와드병(Edwardsiellasp.),등을 유발한다(Kim etal.,2001;Heoetal.,

2001;Kim andkim,2003;Baecketal.,2006).

재까지 제주도 육상수조식 넙치 양식장에서 연쇄구균(Streptococcussp.)이 주요

폐사의 원인균으로 보고되고 있다(Lee etal.,1991).그 이외에 Lactococcus

garviae(Leeetal.,2001),Entercoccusfaecalis(Songetal.,2003),Streptococcus

iniae(Jungetal.,2004)등이 넙치에 한 병원성과 과련되어 보고되어지고 있으며,

S,iniae가 연쇄구균증의 주요 병원체로 알려져 왔다(Wooetal.,2006).하지만 최

근에는 S.praruberis가 새로운 양식넙치의 폐사 원인체로 분리되어지고 있다

(Baecketal.,2006).

이런 어류 질병 유발 세균에 의한 질병 방 치료를 한 가장 일반 인 방법

에는 항생제 투여 등의 화학 인 방법과 백신요법이 있는데 (Newman,1993;Eldar,

1995),항생제의 경우 오남용으로 인한 체내잔류(Karunasagar등,1994;Witte등,

1999),내성균의 출 (Smith등,1994)과 같은 문제를 유발하고 있으며 그 사용이

규제되고 있는 실정이다 (Aoki등,1990). 한 백신을 처리하여 어류질병을 방하

는 방법이 있지만 이는 범 한 질병제어가 어렵고,백신 투여 과정이 번거러울뿐

더러 혼합 감염에 한 효과 백신이 없어 방 치료를 한 책으로 한계가

있다 (Bruhn,2005).이러한 문제를 해결하기 한 방법으로 최근 친환경 인 방법

을 찾고 있으며,그 방법의 하나인 Probiotic요법에 한 심이 많아지고 있다.

Probiotics이란 항생물질(antibiotics)에 비되는 말로서 살아있는 미생물 균체를

섭최함으로써 미생물이 분비하는 효소,유기산,비타민 무독성 항균 물질 등에

의한 장내 균총의 정상화는 물론 장질환 치료를 통해 신체기능 개선을 목 으로 생

산된 제품을 말한다 (Paiketal.,2002).
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Probiotics로서 많이 이용되는 미생물로는 Bacillus sp(Sugita, 1998),

Carnobacterium sp.(Joborn,1997;Stoffels,1992),Lactobacillus sp.(Ashenafi,

1991;Chateau등,1993;Gildberg등,1997), Pseudomonasflourescense(Gram 등,

1999),Vibrioalginolyticus(Austin등,1995;Gatesoupe,1989)등이 있다.

Probiotics로 산업 으로 응용하기 해서는 산과 담즙산에 한 내성이 있어

장 에서 서식할 수 있어야 하소 장 의 상피세포에 정착하여 증식하면서 유해세

균에 개한 길항력이 있어여 한다 (Mainville etal.,2005;pinto etal.,2006;

Schillingeretal,2005).

따라서 본 연구에서는 양식 생산성을 높이고 양식 환경 개선에 도움이 되며,넙치

양식장 환경 개선용 생균제 균주를 개발하기 해 넓은 항균 스펙트럼을 갖고 있으

면서 pH내성 열안정성,내염성 등을 갖고 있는 probiotic균주를 어류의 장내에

서 선별한 후,생리 화학 ,배양학 ,형태학 인 특성을 조사하고 분리된

probiotics를 각기 다른 농도로 사료에 첨가하여 양식 장에 사용하 을 때 나타나

는 양식넙치의 성장과 병 항상을 조사하여 사료첨가제로써의 응용성을 확인 하고

자 하 다.
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                            Ⅱ.재료 방법

2-1.Probiotic균주의 분리 선정

2-1-1.미생물의 분리

Probiotic균주의 분리를 하여 넙치의 장을 사용 하 다.넙치는 함덕 해양과 환

경연구소에 사육하는 넙치를 사용하 다.채취한 샘 은 생리식염수로 단계 희석하

여 사용하 으며,0~10%의 식염이 첨가된 Mann,RogosaandSharpe배지(MRS,

Difco)에 희석액을 100㎕ 유리 도말 으로 도말하고 20,25,30,35℃에서 48시간 배

양하여 미생물을 분리 하 다.분리한 미생물을 후보 Probiotic균으로 선발하기

하여 인공 액 인공담즙산 내성조사,병원성 미생물에 한 항균활성 조사,열안

정 pH내성조사 순으로 선발하 다.
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Bacteria name Strain No.

streptococcus iniae Wild type

Streptococcus parauberis Wild type

Edwardsiella tarda Wild type

Vibrio campbellii KCCM 40864

Vibrio harvei KCCM 40866

Vibrio alinolyticus KCCM 40513

Vbrio ichtyoenteri KCCM 40870

Vibrio anguillarum KCTC 2711

Table1.Listofstrainsusedofantibacterialexperiment

2-1-2.분리균주의 항균활성 측정

실험에 사용된 균주는 어류 질병 미생물로 한국유 자은행인 KCTC (Korean

Collection for Type Culture) 는 KCCM (Korean Culture Center of

Microorganisms)에서 분양 받았고,Streptococcusiniae,Streptococcusparauberis,

Edwardsiellatarda는 WildType을 사용하 으며(Table1)-70℃ Deepfreezer에서

보 (50% glycerol 10% DMSO)하여 실험에 사용하 다.생균제 후보 균주로

분리된 미생물과 분양 받은 미생물은 각각의 알맞은 배지에서 보 하 고 분리 균

주가 생산하는 배양액의 병원성 세균에 한 억제 효과를 조사 한 항균활성 실험

은 McFarlandNo.0.5로 희석된 각각의 세균 탁액을 멸균된 면 을 사용하여

비되어진 MullerHitoneAgar(MHA)plate에 골고루 도말하고,건조 후 멸균된

paperdisc(직경 8mm,Advantec,Japan)에 분리된 균주의 배양액 50㎕을 종하

여 각 배양온도에 맞춰 24시간 배양하여 clearzone을 caliper로 측정하 다.caliper

로 측정된 clearzone은 paperdisc의 직경도 포함 하 다.
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2-1-3.인공 액 인공 담즙산에 한 내성,내염성,내열성,용 성

인공 액에 한 내성 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 0.005M sodium

phosphatebuffer를 HCl로 보정하여 만든 pH 2.0∼7.0의 NutrientBroth(NB)에 각

균주 (10
8
cfu/ml)를 10배 희석하여 종하여 30℃에 30분 방치한 후 NA에 도말하여

균수를 측정하여 생존율이 10배 이상 낮아지지 않는 것을 양성으로 정하 다.

인공 담즙산에 한 내성 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 1∼3% bilt

salt가 포함된 NB배지에 각 균주 (10
8
cfu/ml)를 10배 희석하여 종하여 30℃에 30

분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 10배 이상 낮아지지 않는

것을 양성으로 정하 다.

내염성에 한 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 0∼50ppt(partper

thousand)의 NaCl이 포함된 NB배지에 각 균주 (10
8
cfu/ml)를 10배 희석하여 종

하여 30℃에 30분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 10배 이상

낮아지지 않는 것을 양성으로 정하 다.

내열성 조사는 각각의 미생물 (10
8
cfu/ml)을 saline에 10배 희석하여 종한 다음

60℃ 항온수조에 30분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 1/10배

이하로 낮아지지 않는 것을 양성으로 정하 다.

용 인자(Hemolysin) 활성 조사는 면양 구를 5% 첨가한 평 에(Hanil

Komed,korea)균을 도말한 후 30℃에서 48시간 배양하 을 때 나타나는 용 환의

유무로 확인하 다.
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2-1-4.공시균주의 선정

항균활성 액과 담즙산에 한 내성,내염성,내열성,용 성,항생제 감수성

테스트를 통해 생균제가 가져야할 특성을 확인한 후 활성이 가장 뛰어난

LactobacillusrhamnosusCY-1균주를 본 연구를 해 선발하 다.
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2-2.LactobacillusrhamnosusCY-1의 동정

2-2-1.형태학 특성

SEM (ScanningElectronMicrophotography,JSM-6700JEOLLtd.)을 통해 미생

물의 형태학 특성을 찰하 다.고체배지에 Membrainfilter(Adventech)를 올려

그 에 백 이를 이용하여 균을 도말하 다.균의 성장 특성에 따라 집락이 나타

나기 이 에 처리를 행하 다.먼 filter를 0.5×0.5cm 되도록 한 한 뒤,2.5%

glutaraldehyde용액에 담구어 1시간 고정시킨다.그 다음 1M phosphatebuffer로

2회 세척한다.이를 40,50,60,70,80,90,100%의 ethylalcoho로 각각 1시간동안

탈수시킨다.탈수시킨 filter를 isoamylacetate와 100% EtOH가 1:1로 혼합된 용액에

1시간 담근 후,100% isoamylacetate용액에 1시간 방치한다.마지막으로 CO2gas

를 이용해 건조시키고 백 을 처리하여 자 미경으로 찰하 다.

2-2-2.생리학 특성

공시균주의 동정을 해 그람염색,catalasetest,포자유무,운동성, 자 미경

찰 등 형태학 특성을 찰 하 고 당 발효능과 같은 생화학 성상은 API

50CHB(Biomerieux,France)을 이용하여 분석법에 따라 시행하 다.
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2-2-3.16SrRNA 염기서열 분석

16SribosomealRNA 분석은 GnomicDNA Extractionkit(Bioneer,korea)를 사용

하여 ChromosomalDNA를 분리한 후,Bacterial16SrDNA universalprimer를 이

용하여 16S rDNA를 증폭시켰다.합성된 oligonucleotides의 각각의 primer는

forwardprimer(27F):5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'reverseprimer(1492R):

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로 구성되었으며 각각의 0.5 μM

primer, 200 μM deoxynucleoside triphosphate, Taq DNA

polymerase(Bioneer,Korea)3㎕를 사용하여 PCR을 수행하 다.PCR반응조건은 9

4℃에서 5분 predenaturation,30cycle동안 94℃에서 45 denaturation,50℃에서

45 annealing,72℃에서 45 간 extention 하 으며,다시 72℃에서 5분간

extention하 다.증폭된PCRproduct는 ethdium bromide가첨가된 상태에서 기

동하여 1% agarose(promegaCO.,USA)gel에서 확인하 다.이후 AccuprepTM

PCRpurificationkit(Bioneer,Korea)을 이용하여 PCRproduct에 남아있는 primers,

nucleotides,polymerase,salts를 제거하여 정제하고 30㎕에 elutionbuffer(10mM

Tris-Cl,pH 8.5)로 DNA를 elution하 다. 이를 ABI prismTM BigdyeTM

terminator cycle sequencing Ready reaction kit V.3.1 (Fluorescent dye

terminatorsmethod)와 ABI3730XL capillary DNA sequencer를 사용하여 PCR

product의 염기서열을 분석하 다.DNA 염기서열의 homology 분석은 BLAST

online program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)를 이용하 다. 그 다음

ClustalW software를 사용하여 염기서열을 배열한 후 MEGA3program (Ver3.0)

을 이용하여 phylogenetictree를 작성하 다.
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2-3.조건에 따른 LactobacillusrhamnosusCY-1의 생육과 항균활성

검토

미생물의 최 배지성분의 검토는 glucose 0.5%, yeast extract 0.1%,

MgSO4·7H2O 0.02% 배지를 함유한 GY(glucose0.5%,yeastextract0.1%)배지를

사용하 다.항균물질의 생산의 측정은 paperdisc확산법,agarspottedmethod등

liquidculturemethod를 병행하여 실시하 다.

Liquidculturemethod는 피검균 배양액을 10㎖ MHB(Difco,USA)에 2% 종하

고, 공시균주 배양액을 3500 rpm에서 15분간 한 후, 0.45 ㎛ pore size

filter(Adventec,USA)로 제균하 다.이 배양 상등액을 다시 2% 첨가하여 25℃ 6

시간 배양하고 피검균의 생육도를 660nm에서 측정하여 다음과 같은 방법으로

해율을 계산하 다.

Inhibitionrate(%)=(Co-C)/Cox100

(Co: 조구 O.D.;C:항균물질 처리 후 배양한 O.D.)

2-3-1.탄소원의 배지조성

배지의 탄소원으로 GY배지에 glucose,sorbitol,mannitol,solublestarch,xylose,

lactose,fructose,raffinose,rhamnose,mannose등을 각각 1% 첨가하여 30℃,

150rpm으로 24시간 배양 한 후 배양액의 탁도를 660nm에서 측정하 으며 Liquid

culturemethod를 시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다. 조구는 glucose가 첨

가되지 않은 배지를 사용하 다.
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2-3-2.질소원의 배지조성

질소원은 NH4Cl,(NH4)2SO4,NH4Cl,maltextract,yeastextract,peptone등을

0.5% 첨가하여 30℃,150rpm으로 24시간 배양 한 후 배양액의 탁도를 660nm에서

측정하 으며 Liquidculturemethod를 시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다.

조구는 GY배지에서 yeastextract가 첨가되지 않은 배지를 사용하 다.

2-3-3.무기염의 배지조성

무기염은 CuSo4·5H2O,KH2PO4,FeSO4·7H2O ,MgSO4·7H2O,NaCl,등을 0.1%첨가

하여 30℃,150rpm으로 24시간 배양한 후 배약액의 탁도를 660nm에서 측정하 으

며 Liquidculturemethod를 시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다. 조구는 GY

배지에서 MgSO4·7H2O가 첨가되지 않은 배지를 사용하 다.

2-3-4.최 pH,온도에 따른 성장과 항균물질 생산

공시균주의 최 배양조건은 250㎖ 삼각 라스크에 150㎖의 액체배지를 넣고

0.1N HCl과 0.1N NaOH 용액으로 배지의 기 pH를 4~9의 범 로 조 하여

121℃,15분 동안 멸균하 다.제조한 액제배지에 최종 선정균주의 배양액을 1%

종하고 30℃,150rpm에서 24시간 배양한 후,660nm에서 배양액의 탁도를 측정

하 으며 항균물질 생산을 검토하 다.최 배양온도는 20∼50℃의 범 에서 조건

을 확인 하 으며,pH 향은 최 배양온도 방법과 동일하게 검토하 다.
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2-3-5.배양시간에 따른 항균물질의 생산

배양시간이 항균물질의 생산에 미치는 향은 공시균주의 배양액을 최 배지에

최 온도에 24시간 배양한 뒤,6시간 간격으로 시료를 채취하여 4000rpm에서 원심

분리하여 상등액을 0.45㎛ poresizefilter(Adventec,USA)로 여과하여 항균활성

측정시료로 사용하 다.측정법은 agarspottedmethod를 이용하 다.MHA(Difco)

에 각 dbgoaltodafn을 50㎕씩 종하고 무균 으로 배지에 구멍을 내어 항균활성

측정시료를 100㎕ 씩 떨어뜨려 30℃ 24시간 배양하여 투명환의 직경 (mm)을 측정

하 다.
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2-4.LactobacillusrhamnosusCY-1의 첨가에 따른 양식넙치의 성장과 병

항성

2-4-1.실험어 사육 리

본 실험은 제주도 함덕리에 치한 해양과환경연구소에서 수행하 고,실험어로

사용된 넙치는 제주도 미리에 치한 (주) 강수산에서 분양을 받았다.실험 시작

에 사용한 넙치는 실험 환경에 응시키기 해 약 2주일 동안 기 사료를 공

하여 순치 시켰으며,실험 시작 넙치의 평균 무게는 50±13g이었다.사육 수조

는 1000L원형수조를 사용하 고,각 수조당 100마리씩 수용하 으며,사육수량은 1

일 3회 환수,충분한 산소 공 을 하여 통기 하 다.실험 기간 의 수온,용존

산소(dissolvedoxygen,DO),pH,염분을 매일 측정하 으며,YSI(YSI-556MPS)를

사용하 다.실험 기간 사육 온도는 12.8-21℃,염분은 31.34-36.22‰,pH는

7.54-8.59,DO는 6.54-9.64이 다.사료는 1일 2회 (오 9시,오후 5시)어체 의

2%씩 공 하 으며,실험 사육은 총 4주 동안 수행 하 다.

 

2-4-2.실험사료 제작 투여방법

사료 제작을 하여 시 하고 있는 넙치용 배합사료에 (조단백질 52%,조지방

11%,조섬유 3%,조회분 14%,인 2.7%,칼슘 1.5%,SuhyupCo,KOREA) 량 배

양 된 분리균주인 LactobacillusrhmnosusCY-1(1×10
9
CFU/㎖)을 각각 첨가하여

10
3
,10

5
,10

7
CFU/kg실험 사료를 제작 하 다. 조구에는 유용미생물을 첨가하지

않은 일반 사료를 투여 하 으며 실험이 시작 된 후부터 사료 투여는 1일 2회 (오

9시,오후 5시)어체 의 2%씩 공 하 으며,실험 사육은 총 4주 동안 수행

하 다.
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2-4-7.어병세균에 의한 공격실험

넙치의 항병력에 미치는 향을 알아보기 하여 재 양식장에 발병 빈번도가 높

은 그람양성 세균인 StreptococcusParauberis이용하여 공격실험을 실시하 다.

균액은 10
6
CFU/ml의 농도가 되도록 멸균 생리식염수에 탁 한 후,공격 실험용액

으로 사용하 다.공격실험은 사료투여 후 4주 후에 실시하 으며 조구을 비롯하

여 실험구에서 무작 로 20마리씩 선정하여 1ml주사기를 이용하여 각 마리당 200

㎕씩 복강 주사한 후 29일 동안 폐사율을 조사하 다.

 2-4-8.사료 첨가 내 사용된 공시 균주의 장내 확인

사료 첨가제로 사용된 LactobacillusrhamnosusCY-1의 장 내 생존을 확인하기

해 2주마다 각각의 실험구의 실험어 장을 분리하여 MRS배지에 단계희석을 통

해 확인하 다.

2-4-9.통계처리

해양연구소에서 사육한 넙치의 성장 분석 결과의 통계처리는 SPSS (SPSS

INC.,Version12.0)program을 이용하여 독립 검정을 실시하여 t-test(P<0.05)로

평균간의 유의성을 검정하 다.결과 값은 평균값±표 편차 (mean±S.D)로 나타내

었고 백분율 값은 arscine변형 값으로 계산하여 통계분석 하 다
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Strain name Isolation source Isolation temperature Isolation medium

CY-1 Flounder intestine 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl

CY-2 Flounder intestine 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl

CY-3 Flounder intestine 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl

CY-4 Flounder intestine 30℃ MRS (2%(v/v)NaCl

CY-5 Flounder intestine 30℃ MRS (2%(v/v)NaCl

Table2.Isolatedstrainsandisolationcondition.

Ⅲ.결과 고찰

3-1.Probiotic균주의 분리 선정

3-1-1.미생물의 분리

넙치의 장에서 분리한 균주는 총 5종을 분리 하 다.(Table2).25~30℃의 배양

온도에서 MRSagar에서 생육이 빠르며 뚜렷한 단일 집락을 형성하 다.
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3-1-2.분리균주의 항균활성 측정

분리균주 에서 skim milk평 배지에서 뚜렷한 환을 형성하고 생육속도가 빠른

균주를 2차 분리하 다.(Table3).CY-1,CY-2,CY-5는 다른 두 균주에 비해 생

육속도가 빠르며 뚜렷한 환을 형성하 으며.어류질병 발생 원인균으로 알려진 8균

주에 해 항균활성이 높게 나타났다.그 CY-1은 피검균인 8균주에 하여 모

두 항균활성이 나타났으며,특히,Streptococcusparauberis에 하여 가장 큰 항균

활성을 나타내었다.skim milk첨가배지에서 투명환이 뚜렷한 균주의 선별은 목

으로 하는 유해미생물의 균체 단백질을 용해시키는 역할을 조사하기 함으로 투명

환이 뚜렷하고 넓을수록 protease활성이 높다고 할 수 있다.따라서 공시균주

CY-1,CY-2,CY-5를 이용하여 사료 첨가 내 가능성을 확인 하 다.
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Strain Growth  
 rate1)

Protease   
activity2)

Inhibitory   zone(mm)

E13) E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8

CY-1 ++ +++ 2.1 3.2 3.5 5 6.1 3.1 6.2 8.2

CY-2 ++ +++ 1.6 1.9 2.3 3.2 1.8 1.5 - 2.6

CY-3 ++ ++ 2.1 - 3.7 - 4.2 - 1.8 -

CY-4 ++ ++ - 2.9 4.5 2.9 - - 1.6 -

CY-5 ++ +++ 1.2 2.6 - 2.6 2.7 - 1.6 3.1

Table3.Antimicrobialactivityofisolates 

1)Growthrate:+slow,++medium,+++fast.2)Proteaseactivitywasexpressedasthediameterof

inhibitionzoneonskim milkagar:+8~10mm,++10~12mm,+++12~15mm 3)Testedstrains=E1:

EdwardsiellatardaKCTC12267,E2:V.campbelliiKCCM 40864,E3:V.harveiKCCM 40866,E4:

V.alinolyticusKCCM 40513,E5:V.ichtyoenteriKCCM 40870,E6:V.anguillarum KCTC 2711,

E7:S.iniaeKCTC3657,E8:S.parauberisKCTC3651
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Characteristics CY-1 CY-2 CY-5

Source Flounder intestine Flounder intestine Flounder intestine

Gram staining + + -

Catalaseactivity + + +

Heatstability + + +

Hemolysinactivity - - -

Biletolerance(3%) + + -

Artificialgastricjuice
tolerance(1%)

+ + -

Salinity(50ppt) + + +

Table4.Biochemicalpropertiesofisolates

3-1-3.인공 액 인공 담즙산에 한 내성,내염성,내열성,용 성

Skim milk평 배지 투명환 형성능과 생육속도,그리고 어류질병 발생 원인균에

한 항균활성 결과를 토 로 3개의 공시균주 후보로 선정하 다.3개의 후보 균주

를 그람염색,Catalase,생장세포 상에서의 60℃ 열 안정성,hemolysin생산성 여부,

담즙산 내성 인공 액 내성,내염성을 확인하 다.(Table4).

우선 그람 염색 결과 CY-1과 CY-2균주는 양성을 CY-5균주는 음성을 나타내었고

Catalaea확인 결과 모두 양성을 나타내었다.인공 액 1%와 인공 담즙산 3%에

한 내성을 보 으며,인체에 한 안정성을 확인하기 해 실시한 hemolysin결과

모두 음성반응으로 안정성을 확인하 다.
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3-1-4공시균주의 선정

항균활성 액과 담즙산에 한 내성,내염성,내열성,용 성 테스트를 통해

생균제가 가져야할 특성을 확인한 후 활성이 가장 뛰어난 Lactobacillusrhamnosus

CY-1균주를 본 연구를 해 선발하 다.
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3-2.LactobacillusrhamnosusCY-1의 동정

3-2-1.배양학 ,형태학 특성

공시균주 CY-1의 고체배지의 colony성상을 Fig.1에 나타내었다.(A)는 MRS배

지에서 생육한 사진인데, MRS상에서 콜로니는 하얀색을 띠었으며,(B)는 CY-1를

면양 청배지에 도말한 그림으로 비용 성을 나타내었다.

공시균주의 형태학 특성은 30℃에서 MRS배지에서 배양한 후 SEM을 통해

찰하 다(Fig.2).형태는 단간균의 형태를 보 으며,길이는 1.5~3.0㎛ 폭은 0.5~0.7

㎛로 나타났다.
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Fig.2.ScanningelectronmicrographofStrainCY-1.Cellsweregrownat30℃ for24

hours.

Fig.1.Culturalcharacterization ofStrainCY-1.Cellsweregrownat30℃ for24hours

(A)MRSagar (B)Bloodplateagar 
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3-2-2.생리학 특성

공시균주의 생리학 특성을 검토한 결과는 Table5과 같다.생육온도의 범 는

20~40℃이었고,생육 pH 범 는 5~10이 으며,염농도 7%까지 생육이 가능하

다. 한 미생물 동정용인 kit인 API50CHB(Biomerieux,France)을 이용하여 실

험 한 후 그 결과를 독 하 다. 
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Strip Tube Substrate result (+/-)
0 Control -

1 Glycerol -

2 Erythritol -

3 D ARAbinose -

4 L Arabionse -

5 RlBose D-RIBose +

6 D XYLose D-XYLose -

7 L XYLose L-XYLose -

8 ADOnitol D-ADOnitol -

9 Methyl-BD-Xylopyranside -

10 D-GALactose +

11 D-GLUcose +

12 D-FRUctose +

13 D-MaNnosE +

14 L-SorBosE -

15 RHAmnose +

16 DULcitol -

17 INOsitoI -

18 MANnitol +

19 SORbitol +

20 α-Methyl-D-Mannoside -

21 α-Methyl-D-Mannoside +

22 N-Acethyl-Glucosamine +

23 AMYgdalin +

24 ARButin +

25 Esculin +

26 SALicin +

27 CELlobiose +

28 MALtose +

29 LACtose +

30 MELibiose -

31 Sucrose -

32 TREhalose +

33 INUlin -

34 MeLeZitose -

35 RAFinose +

36 starch -

37 GLYcogen -

38 XyLiTol -

39 GENtiobiose +

40 D TURanose +

41 D LYXose -

42 D TAGatose +

43 D FUCose -

44 L FUCose -

45 D ArabitoL -

46 L Arabitol -

47 GlucoNaTe -

48 2-keto-Gluconate -

49 5-Keto-Gluconate -

Table5.PhysiologicalcharacteristicofStrainCY-1.
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3-2-3.16SrRNA 염기서열 분석

공시균주 CY-1의 16SribosomalRNA PCR증폭을 통해 얻은 1459bp염기서열을

NCBI(NationalCenter Biotechnology Information)의 Basic LocalAlignment

SearchTool(BLAST)를 이용하여 분석한 결과 Lactobacillusrhamnosus와 100%

상동성을 보 다.Lactobacillus속에서 분리균(CY-1)과 가장 근연종으로 나타난

type strain(Lactobacillus rhamnosus)16S rRNA 염기서열과 Lactobacillus속의

typestrain16SrRNA 염기서열을 갖고 계통수를 작성하 다(Fig.3).결과 으로

분리된 LactobacillusrhamnosusCY-1는 균주와 동일종으로 단 할 수 있다.
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Fig.3. Neighbour-joining phylogenetictreebased on 16S rRNA genesequences

showingthepositionofstrainCY-1withintheradiationofthegenusLactobacillus.

Bootstreppercentage(from 1000replications)>50% areshownatbranchpoints.Bar,

0.01substitutionspernucleotideposition.
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3-3.조건에 따른 Lactobacillus rhamnosusCY-1의 생육과 항균활성 검토

LactobacillusrhamnosusCY-1가 최 으로 분비할 수 있는 항균물질 생산을 하

여 요구되는 양원을 탄소원,질소원,무기염으로 나 어서 균 생육과 항균활성을

측정하 으며,최 배양 조건을 온도와 pH를 다르게 하여 균 생육과 항균활성을

검토하 다.최 배지성분 검토는 glucose0.5%,yeastextract0.1%,MgSO7H2O

0.02%를 함유한 GY배지를 사용하 다.

Inhibitionrate(%)=(C0-C)/C0X100

(C0:조구 O·D.;C:항균물질 처리 후 배양한 O·D)

3-3-1.탄소원의 향

배지성분은 항균물질 생산에 요한 것으로 알려져 있기 때문에 탄소원 종류가 미

생물의 생육에 미치는 향을 조사하여 Fig.4에 나타내었으며 조구는 GY배지에

탄소원을 제외시킨 배지를 사용하 다.

LactobacillusrhamnosusCY-1은 탄소원 에서 glucose,mannose Rhamnose

등의 첨가 순으로 잘 이용 하 으나 xylose,raffinose의 순서로 생육에 향을 미치

지 않는 것으로 나타났다.그리고 Streptococcusparauberis에 한 항균활성을 조

사한 결과 glucose,manitol,rhamnose등을 첨가한 시험구에서 높게 나타났다.따라

서 의 결과로 LactobacillusrhamnosusCY-1의 항균활성은 균의 생육과 계가

깊은 것으로 단되었으며,최종 으로 최 탄소원은 rhamnose로 결정하 다.

LactobacillusrhamnosusCY-1의 생육 항균활성에 가장 효과 인 rhamnose의

최 첨가 농도를 검토한 결과(Fig.5)1% 첨가가 생육이 가장 좋았으며 농도가 높

아 질수록 생육이 감소하 다.하지만 항균활성은 3%에서 가장 높았으며 이 역시

그 이상에서는 감소함을 보 다.그래서 결과 으로 항균활성이 가장 좋은 3%을 최

첨가농도로 결정하 다.
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Fig.4.Effectofvariouscarbonesourceoncellgrowthandantibacterialactivityof

culturebrothoftheisolatedLactobacillus rhamnosusCY-1.

A:Control,B:Glucose,C:Sorbitol,D:Manitol,E:Starch,F:Xylose,G:Mannose,

H:Fructose,I:Lactose,J:Rhamnose,K:Raffinose

Fig.5.Effectofconcentrations ofRhamnose on cellgrowth and antibacterial

activityof culturebrothoftheisolatedLactobacillusrhamnosusCY-1.
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3-3-2.질소원의 향

LactobacillusrhamnosusCY-1균주의 생육에 미치는 질소원의 향을 검토하여

Fig.8에 나타내었다. 조구는 GY배지에 1% solublestarch를 첨가하고 질소원을

제외한 배지를 사용하 다.균주의 생육은 Yeastextract,Peptone첨가 순으로 성

장이 높은 것을 확인하 으며,항균활성은 조구와 NH4NO3를 제외하고 모든 실험

구에서 25~30%의 항균활성을 나타내었으며 특히,Yeastextract에서 가장 높은 항

균 활성을 나타내었다.따라서 생육과 항균활성에 있어 가장 높게 나타난 Yeast

extract를 질소원으로 선정 하 으며,질소원 Yeastextract를 첨가하여 최 농도를

조사하 다(Fig.7).그 결과 Yeastextract를 3.0%를 첨가한 배지에서 가장 높은

항균활성을 나타내었으며 균 생육 한 양호한 것으로 조사되었다.이상의 결과로

LactobacillusrhamnosusCY-1균주를 배양할 때 질소원으로는 Yeastextract를 각

각 3.0% 혼합하여 첨가하 다.
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Fig.6.Effectofvariousnitrogensourcesoncellgrowthandantibacterialactivityof

culturebrothofisolatedLactobacillusrhamnosusCY-1.

A:Control,B:Maltextract,C:Yeastextract,D:Peptone,E:NH4CL,F:NH4NO3,

G:(NH4)SO4

Fig.7.Effectofconcentration ofyeastextracton cellgrowth and antibacterial

activityofculturebrothoftheisolatedLactobacillusrhamnosusCY-1.
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3-3-3.무기염의 향

무기염의 향은 solublestarch1% ,maltextract0.5% NaNO30.5%를 각각

첨가한 후 각종무기염의 농도를 0.1% 농도로 첨가하여 검토하 다(Fig.8).균생육

은 FeSO4·7H2O등을 첨가한 실험구 순으로 균주의 생육이 높았으며 다른 실험구는

생육이 크게 억제 되었다. 한 항균활성도 FeSO4·7H2O에서 가장 높은 활성을 나

타내었다.따라서 균주생육과 항균활성이 양호했던 FeSO4·7H2O을 Lactobacillus

rhamnosusCY-1의 무기염으로 선정하 으며,FeSO4·7H2O의 각기 다른 비율을 첨

가하여 최 농도를 검토하 다(Fig.9).그 결과 FeSO4·7H2O를 첨가한 실험구

3.0% 첨가한 배지에서 가장 높은 항균활성과 생육을 나타내었다.이상의 결과로

LactobacillusrhamnosusCY-1균주를 배양할 때 무기염으로는 FeSO4·7H2O를 3.0%

씩 첨가하 다.
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Fig.8.Effectofvariousinorganicsaltsoncellgrowthandantibacterialactivityofthe

isolatedLactobacillusrhamnosusCY-1.

A:Control,B:CuSO4·5H2O,C:K2HPO4,D:FeSO4·7H2O,E:MgSO4·7H2O,F:NaCL

Fig.9.EffectofconcentrationofFeSO4·7H2O cellgrowthandantibacterialactivityof

culture brothoftheisolatedLactobacillusrhamnosusCY-1.
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3-3-4.최 온도,pH의 따른 생육과 항균물질 생산

배양온도가 LactobacillusrhamnosusCY-1의 생육 항균물질 생산에 미치는

향을 검토하여 Fig.10에 나타내었다.배양온도를 15~40℃의 범 로 변환시키면서

배양한 결과 30~40℃ 사이에서 생육이 왕성하 다.Streptococcusparauberis에

한 항균활성은 30~35℃범 에서 높게 나타났으나,그에 반해 생육이 좋았던 40℃

실험구에서는 항균활성이 떨어지는 결과를 보 다.따라서 Lactobacillusrhamnosus

CY-1이 생육하는데 최 온도를 35℃로 결정하 다.

LactobacillusrhamnosusCY-1이 생육하는데 pH에 한 향을 조사하여 Fig.11

에 나타내었다.배지의 pH를 4~10으로 조 하고 35℃에서 24시간 배양한 결과

pH 7~9의 범 에서 균 생육은 왕성하게 일어났지만,S.parauberis에 한 항균활

성은 pH 8에서 높게 나타났다.이 결과를 토 로 Lactobacillus rhamnosusCY-1

균주의 생육 항균물질 생산을 한 배지의 pH는 pH8로 결정 하 다.
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Fig. 10. Effect of temperature on cell growth and antibacterial activity of

LactobacillusrhamnosusCY-1

Fig.11.EffectofpH on cellgrowth and antibacterialactivity ofLactobacillus

rhamnosus CY-1
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3-3-5.배양시간에 따른 항균물질의 생산

LactobacillusrhamnosusCY-1를 배양할 때 배양시간에 따른 균생육과 항균물질

의 생산에 미치는 향을 검토하여 Fig.12에 나타내었다.균생육은 96시간까지 완

만하게 증가하다가 균 생육이 더 이상 증가하지 않았으며 차 으로 감소함을 보

다.S.parauberis의 항균활성은 12시간이 지난 후부터 나타나기 시작하여 서서

히 증가하다 96시간째에 가장 높은 항균활성을 보 다.이상의 결과를 바탕으로 균

생육과 항균활성이 가장 높은 96시간을 Lactobacillus rhamnosusCY-1의 배양시

간으로 결정하 다.
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Ingredient Concentration (w/v, %)

Rhamnose 3.0

Yeast extract 3.0

FeSO4·7H2O 3.0

Temperature : 35℃, pH : 8.0, Culture time : 96 hours

Table 6. Optimum medium compositions and culture conditions for antibiotic

productionbyLactobacillus rhamnosusCY-1

Fig. 12. Effect of culture time on cell growth and antibacterial activity of

LactobacillusrhamnosusCY-1
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3-4.LactobacillusrhamnosusCY-1의 첨가에 따른 양식넙치의

병 항성

3-4-1.성장도 조사

4주 동안 각기 다른 농도의 Probiotic을 첨가한 실험구와 Probiotic을 첨가하지 않

은 조구의 양식 어류의 체 변화에 한 결과를 Fig.13에 나타내었다.결과를 보

면,Probioitic을 첨가한 사료를 이한 넙치와 Probioitc을 첨가하지 않은 일반 사료

를 이한 넙치는 사육 3주 동안 비례 으로 성장하 다.하지만 마지막 4주 성장

실험 후 최종 어체의 평균 무게를 측정한 결과 10
7
cfu/kg

-1
를 첨가한 사료로 이

한 실험구에서 조구와 10
3
cfu/kg

-1
실험구에 비해 약 5%정도 높게 나타났다.양

식 어류의 어체길이의 변화에 한 결과를 Fig.14에 나타내었다.양식넙치의 어체

길이는 어체 과 마찬가지로 3주까지 비례 인 성장을 보이다 마지막 4주에 10
7

cfu/kg
-1
를 첨가한 사료로 이한 실험구에서 조구와 10

3
cfu/kg

-1
실험구에 비해

5%정도 높게 나타났다.
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Fig.14.Size(g)ofOliveflounderthatwasfedwithprobioticandnon-mixedcontrol

dietfor10weeksandweithedevery2weeks

Fig.13. Weight(g)ofOliveflounderthatwasfedwith probioticandnon-mixed

controldietfor10weeksandweithedevery2weeks
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Fig. 15. Cumulative mortality (%) after intraperitoneal injection of Streptococcus 

parauberis in Olive flounder.

3-4-6.어병세균에 의한 공격실험

생균제를 첨가한 사료를 투여한 실험구와 조구의 어병세균에 한 공격실험의

결과를 Fig.19.에 나타내었다.10
5
CFU/ml의 농도로 조정된 S.Parauberis모든 실

험이 종료된 시기에 종하여 29일 동안 폐사율을 확인 하 는데 9일 째부터

조구에서 폐사가 시작되었으며,최종 으로 조구에서는 50%,10
3
cfu/kg

-1
실험

구에서는 45%의 폐사율을 10
5
cfu/kg

-1
실험구에서는 15%의 폐사율을 나타냈으며,

10
7
cfu/kg

-1
실험구에서는 10%의 폐사율을 보여 Control에 비해 많게는 40% 상

생존율을 확인하 다.
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Number of Lactobacillus rhamnosus CY-1 
(CFU/g-1) Control 10

3
CFU/kg-1 10

5
CFU/kg-1 10

7
CFU/kg-1

0 week ND ND ND ND

1 week ND 1.0x10
3

4.2x10
3

4.3x10
4

2 week ND 8.2x10
3

1.9x10
4
 3.0x10

5

3 week ND 7.0x10
3

2.5x10
6

2.2x10
6

4 week ND 3.5x10
3

3.1x10
6

5.1x10
6

Table 7.Detection ofLactobacillus rhamnosus CY-1 in the intestines ofLactobacillus

rhamnosusCY-1fedthecontroldeitandLactobacillusrhamnosusCY-1containingdietsat

10
3
,10

5
,and10

7
colony-formingunits(cfu)(kgdiet)

-1
byplatecountingonMRSagar.

3-4-7.사료 첨가 내 사용된 공시 균주의 장내 확인

사료 섭이를 시작한 후 1주마다 Control사료를 여한 조구와 각각의 실험사료

를 여한 실험구 내의 실험어 장을 분리하여 MRS배지 단계희석을 통해 균을 재

분리하 다.일반 사료를 여한 Control구에서는 LactobacillusrhamnosusCY-1이

재분리 되지 않았으며,모든 실험구에서는 LactobacillusrhamnosusCY-1이 재분리

되었다.(Table8.)특히,최종 4주에 10
5
cfu/kg

-1
과 10

7
cfu/kg

-1
실험구에서 가장 높

은 균의 농도를 확인 할 수 있었다.
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Ⅳ.  약

5종의 후보 균주를 양식 넙치의 장에서 분리된 후보 균주를 이용하여 항균활성,

내담즙성,내산성 등을 조사하여 최종 으로 LactobacillusrhamnosusCY-1를 선발

하여 배양학 특성,형태학 특성,유 학 특성,생리학 특성을 확인하 다.

공시균주 Lactobacillus rhamnosus CY-1를 동정하여 본 결과 Lactobacillus

rhamnosus로 동정이 되어 LactobacillusrhamnosusCY-1로 명명하 으며,항균물

질을 최 로 생산하기 한 최 배양조건을 검토한 결과 탄소원은 Rhamnose3%,

질소원은 Yeastextract3%,FeSO4·7H2O 3%,무기염은 FeSO4·7H2O 3%로 조

사되었고,배양온도는 35℃,배지의 기 pH는 8,배양시간은 96시간으로 조사되었

다.

분리 균주를 사료 내 첨가하여 103,105,107CFU/kg의 농도로 제작하여 1일 2회

(오 8시,오후 5시)어체 의 2%씩 총 4주 동안 투여하여,양식넙치의 성장을 확

인한 결과 컨트롤에 비해 실험구에서 많은 성장을 보이 않았으나 최종 으로 확인

하 을시 107CFU/kg실험구에서 가장 높은 성장을 확인 할 수 있었습니다.실험

이 종료된 시 에서 실시한 병원균인 S.parauberis를 이용한 인 감염에 의한 폐사

율 측정에서 역시 모든 실험구에서 조구 보다 많게는 40% 이상의 높은 생존율을

보 다. 한 probiotic를 이한 어류 장 내에 정착 확인을 해 platecounting을

수행한 결과 조구를 제외한 모든 실험구에서 LactobacillusrhamnosusCY-1를

확인할 수가 있었다.이상의 결과를 종합하여 볼 때 사료 내 첨가된 Lactobacillus

rhamnosusCY-1인 probiotic가 양식 넙치의 어류 질병에 한 항성 증강에 효

과가 있는 것으로 사료된다. 한 향후 probiotics의 기작규명에 있어서도 본 연구결

과의 생리학 설정 지표가 유용하게 활용 될 수 있을 것이라 사료된다.
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Ⅴ. 감사  

가 실험실 생  한지 어느  4  렀는  그동안 른 에게 많  언과 

격려를 해 주신 허 수 수님께 진심 로 감사하다는 말씀  립니다. 그리고 학

생 터 지 지 많  가르침  주신 춘복 님, 최 식 수님, 진 수님, 

경  수님,  수님,  수님,  수님, 승헌 수님, 근 

수님, 상률 수님께도 진심 로 감사하다는 말씀  하고 싶습니다. 

실험  진행함에 어 많  도움   주상 , 수 , 그리고 실험실 후  승

, 동 , 민 , 경미, 지운, 다 , 지 , 향실에게도 고맙다는 말  하고 싶습니다.  

그리고 가  실험  끝 지 할 수 게 도  진우 에게도 감사하다는 말  

하고 싶습니다. 

마지막 로 지 지 를 낳아주시고 보살펴주신 우리 사랑하는 님, 언 나 

나  편  어주는 사랑하는 우리 누나  매 , 그리고 에게 어 가  한 

재 도한 우리 카 시 에게도 감사하다는 말  하고 싶습니다. 
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