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This review describes the characteristics of various unculturable soil bacteria, successfully-cultivating 

examples of those bacteria, and the diverse factors to be considered for successful cultivation. Most 

importantly, the selection of proper media is very important because unculturable bacteria demand 

different types of nutrients at various concentrations of substrates, nitrogens and phosphorus. To 

develop a new medium to successfully culture unculturable bacteria from soil, molecular ecological 

studies should be combined together. The inoculum size on a plate is also important: less than 50 

bacterial cells are recommended to be plated on a single culture plate. The environmental factors 

such as pH and salt concentration of the medium need to be adjusted as similar as possible to mimic 

the original soil environments, and the trial of the various temperatures and extended period of 

cultivation are better. Since one cannot simply tell about which one was unculturable among a great 

number of colonies grown on a newly developed medium, some suitable detection methods and fast 

identification methods are required. Many soil bacteria live with cooperation one another in their 

communities, so that enrichment such as coculture of using other bacterial metabolites and subsequent 

pure cultures can also guarantee successful cultivation of the previously uncultured bacteria in soil. 

Here, this review will discuss for the future perspectives to culture the unculturable soil bacteria.
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자연에는 수많은 미생물종이 존재한다. 현재까지 추정되는 

미생물종은 약 105에서 106종으로 추정되고 있으며(2, 87), 그 

중에 단지 수천 종만이 순수배양을 통해 분리되었고, 약 7,000

종의 세균 및 고세균이 계통 분류되었다(52). 토양을 예로 든

다면 토양미생물종의 약 1% 미만이 전통적인 배양방법으로 

배양이 가능하고 나머지 99% 이상의 종들은 배양이 안 된다. 

이를 토양 내 총 세균의 수로 나타낸다면, 약 5% 정도만이 배

양이 가능하다고 볼 수 있다. 이렇게 전통적인 배양방법의 한

계 때문에 많은 토양세균들의 특성이 아직까지 파악되지 않았

고 그로 인해 가능한 많은 자원의 활용이 제한되어 있어 안타

까운 실정이다. 전통적인 방법의 약점은 (i) 힘들고, (ii) 시간

의 소모가 많으며, (iii) 특히 너무 선택적이라 특별한 미생물
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의 성장에만 치우쳐있다. 이런 인공배지의 특징은 (i) 극도로 

높은 기질의 농도와 (ii) 성장을 위한 특별한 영향성분의 부재 

그리고 (iii) 배지에 포함된 저해요소 또는 배지의 치사효과

(lethal effect)가 있다. 대부분의 전통적인 방법으로 배양이 가

능한 미생물종의 특징은 고체배지에서 콜로니를 형성하거나 

액체배지에서 빠른 성장을 통해 탁도를 증가시키는 우점종들

이다. 그래서 빠른 성장을 보이는 세균군은 연구가 잘된 편이

지만 느린 성장을 보이는 세균군들은 연구가 미진한 편이다.

이러한 문제점들은 분자생물학적 분석기법의 발달로 여러 

환경에 존재하는 다양한 미생물의 종들을 구별하고 동정할 수 

있는 기틀을 마련하였는데, 대부분 ribosomal RNA 유전자 서

열의 차이를 이용해서 미생물군집구조 및 미생물종류를 파악

해왔다. 특히 토양은 토양미생물상의 생리적 및 물질대사적 

다양성을 반영하는 매우 이질적인 환경을 가지고 있다. 이와 

같이 미생물상의 다양성은 유전적 다양성으로 대변되는데 산
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림토양의 경우 12,000-18,000 종에 해당하는 약 4,000-6,000

가지의 유전자(genome equivalents)를 포함하고 있다(88). DNA 

염기서열을 이용한 계통분류학적 분석을 통해 거의 모든 토양

에 존재하는 4가지의 주요 분류군이 밝혀졌다. 이들은 아강 

수준의 Alphaproteobacteria와 문 수준의 Actinobacteria, Acido-

bacteria 및 Verrucomicrobia로 16S rRNA clone library 연구 

중 75% 이상을 차지한다(39). 기타 주요 분류군은 Proteo-

bacteria 문의 4개의 아강과 문 수준의 Bacteriodetes, 

Firmicutes, Chloroflexi 및 Planctomydetes가 대부분 연구에

서 25%-75%를 차지하였다(39). 하지만 이러한 분석방법은 활

성이 없는 죽은 미생물까지도 포함한다는 단점이 있고, 다양

한 미생물의 존재를 확인하고 그들의 역할을 단순히 예측하는 

정도에서 그치므로 각각의 미생물들의 생리적인 특성 및 기능

과 역할에 대해 연구하기에는 미흡한 점이 많다. 그러므로 난

배양성 미생물의 연구에 새로운 배양기술의 개발이 필요하다.

난배양성 토양세균의 특징

현재 배양이 잘 안 되는 문 수준의 세균들은 Acidobacteria 

(문)의 6개의 아문들인(71), Chloroflexus, Gemmatinonadetes, 

Planctomydetes (90)와 Verrucomicrobia (73)로 밝혀졌고, 또 

다른 문인 TM-7 (24, 78)도 배양이 매우 어렵다고 알려졌다. 

이러한 균들은 “난배양성(unculturable)”이라 불리고 일반적으

로 느리게 자라는 K-strategist (K-전략생물)이다. K-전략생물

은 자원이 제한된 환경에서 생존과 성장에 잘 적응한 생물을 

일컫는다(3).

배양이 잘 안 되는 이유는 고전적인 배양조건이 미생물성

장에 필요한 물리화학적 및 생물학적 조건이 다르기 때문이다. 

이러한 문제를 해결하기 위해서는 다음과 같은 4가지 지식을 

갖춰야 한다. 첫째는 다양한 생물들에 대한 지식이고, 둘째는 

자연서식지의 화학적 원리 파악과, 셋째로는 자연에서 생물학

적 및 비생물학적 상호작용, 마지막으로 미생물 수준에서 포

괄적으로 생태계에 미치는 영향 등이다(1). 이러한 지식의 부

족으로 실수했던 예들 중의 하나는 Spirochaetes를 배양할 때 

배지 속에 질소고정효소(nitrogenase)을 불활성 시키는 텅스텐

(tungsten)을 오랫동안 넣어온 것이다(50). 하지만 최근에 

Spirochaetes는 질소고정을 통해 성장한다는 것이 밝혀져 텅

스텐 없는 배지로 바뀌게 되었다(51). 또 다른 예는 증식배양

을 통한 나노고세균(nanoarchaea)의 발견이다(38). 이러한 발

견은 다양성연구에 가장 많이 사용되는 universal primer을 이

용한 PCR법으로도 발견되지 않았다. 

또 다른 실패의 원인 중의 하나는 낮은 생식력을 가진 세균

들을 배양하기 위한 인내와 더 정확한 탐색법의 부재이다. 실

제로 저영양 서식지의 비성장상태나 휴면상태에서 인공배지를 

사용하여 성장상태로 전환하는 것은 위태롭고 스트레스가 많

다. 이와 같이 실험실 성장조건으로 적응하기 위해서는 배양

시간이 더 필요하다. 경우에 따라서 어떤 미생물은 4개월 이

상 걸리기도 한다(97).

한편 자연에 살고 있는 대부분의 미생물들은 군집을 이루

고 살고 있고 복잡한 상호관계를 가지고 있다. 최근에 세포 간 

의사소통(cell-cell communication)이 많은 관심을 끌고 있는

데 특히 quorum sensing으로 알려진 밀도의존 세포신호기작

(density-dependent cell-signaling mechanism)에 관한 것이다. 

세균들은 종내 수준(intra-species level) 또는 종간 수준(inter- 

species level)에서 넓은 범위의 신호전달분자(signaling molecule)

들에 반응을 한다(12). 이러한 신호전달을 통해서 생물막

(biofilm)을 형성한다. 그 외에도 신호전달물질은 독성유발, 이

동성 및 항생물질의 생성 등에 관여한다.

마지막으로는 증식-순수분리 과정(enrichment-isolation process)

이 비생물적 상호작용(abiotic interaction)을 무시했기 때문이

다. 즉 환경이라 일컫는 생지화학적 요인(bio-geochemical factor)

들의 붕괴로 인한 스트레스가 원인이 된다. 일례로 자연과는 

달리 배지에서 기질농도의 증가는 난배양성 세균들의 성장저

해를 일으킬 수 있다(65). 

난배양성 토양세균의 배양에 성공하는 방법

배지의 선택

배지의 선택은 배양이 잘 안 되는 토양세균을 순수 분리할 

때 매우 중요하다. 즉, 일반적으로 분리된 균의 순수배양에 많

이 사용되는 배지는 토양에서 다양한 세균을 분리할 때는 부

적합할지도 모른다. 넓은 범위의 종속영양세균(heterotrophic 

bacteria)의 성장을 지지하는 비선택적 한천배지는 토양에서 

다양한 세균의 분리배양에 전통적으로 널리 쓰여 왔다. 그 중

에 10배 희석한 trypticase soy agar (0.1× TSA), 다양한 

Winogradsky’s salt solution (96), 그리고 soil extract agar 

(25, 64)가 대표적이다. 

하지만 이들 전통적인 배지들은 난배양성 토양세균을 분리

하는 데는 부적절하다(28, 54, 70). 새롭게 개발된 희석한 

nutrient broth (0.01× NB), xylan이 첨가된 VL55 배지(VL55/ 

xylan)와 VL70 배지는 순수분리가 힘든 토양세균의 콜로니 

형성에 보다 더 적합하다(18). 특히 VL55와 VL70은 토양수

의 무기물성분의 비율을 그대로 모방했으며 Acidobacteria, 

Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Planctomydetes, Verruco-

microbia, 및 Actinobacteria의 두 개의 아강인 Acidimicro-

bidae와 Rubrobacteridae에 속하는 많은 세균의 배양에 성공

하였다(42, 45, 71, 72, 74). 이러한 배지들의 특징은 모든 성

분들의 농도가 낮다는 것이고 특히 탄소, 질소, 인, 황의 적절

한 농도는 각각 2.4, 0.14, 0.014, 0.005 mmol/L로 나타났다. 

토양의 모든 세균이 이들 배지에 자라기를 기대할 순 없다. 

다양한 토양세균은 다양한 필요조건을 필요로 하든지 서로 다

른 성분에 민감할 수 있기 때문에 배지의 범위를 넓히는 것이 

더 많은 종류의 토양세균을 성공적으로 배양시킬 수 있다(4, 

66, 80). 위에 언급된 배지들의 조성은 Table 1에 표식 되었다.

탄소원과 에너지원의 선택

새로운 배지를 고안할 때 탄소와 에너지원의 선택은 매우 

중요하다. 어떤 탄소원과 에너지원을 사용하느냐에 따라 세균
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Table 1. Composition of various media used for culturing unculturable soil bacteria

Ingredient
Amount (g) per 1 L DW

NB TSB WSS
a

VL55 VL70

2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid 1.95 2.09

Beef Extract 3.00

Casein 17.00

Peptone 5.00 2.50

Soya Bean 3.00

CaCl2ㆍ2H2O 44.11×10
-3

44.11×10
-3

K2HPO4 2.50 0.40

MgSO4ㆍ7H2O 0.13 49.29×10
-3

49.29×10
-3

MnSO4ㆍH2O 1.52×10
-3

NaCl 5.00

NH4NO3 0.50

(NH4)2HPO4 26.41×10
-3

26.41×10
-3

(NH4)2SO4 0.13

Selenite-tungstate soln
b

1 ml 1 ml

Trace Element SL-10
c

1 ml 1 ml
a Winogradsky’s salt solution
b NaOH, 0.5 g; Na2SeO3·5H20, 3 mg; Na2WO4·2H2O, 4 mg; DW, 1,000 ml
c HCl, 10 ml; CoCl2·6H2O 190 mg; CuCl2·2H2O, 2 mg; FeCl2·4H2O, 1.5 g; NaBO3, 6 mg; MnCl2·4H20, 100 mg; Na2MoO4·2H20, 36 mg; NiCl2·6H20, 24 
mg; ZnCl2, 70 mg; DW, 990 ml

수가 달라지고 특히 다양한 중합체 기질(heteropolymeric 

substrate)의 사용은 단량체 기질(monomeric substrate)을 사용

하는 것보다 넓은 범위의 다양한 토양세균을 분리하는데 유용

하다(15, 19, 45, 72, 75). 부식산(humic acid) 또한 콜로니 숫

자를 증가시키는데 유효하고 실제로 부식산을 포함한 배지에

서 Actinobacteria의 아문인 Rubrobacteridae에 속한 세균을 

순수 분리할 수 있었다(57). 

기질의 농도 역시 콜로니 형성에 매우 중요하다. 높은 농도

의 기질을 가진 배지는 콜로니 형성을 저해하는데 주요 원인

은 저농도의 환경조건에 살던 토양세균이 갑자기 실험용 배지

의 고농도와 접하면서 기질 가속화 사멸현상(substrate-accelerated 

death)을 일으키기 때문이다(11, 68). 하지만 모든 기질이 다 

그런 것은 아니다. 어떤 기질은 고농도일지라도 억제 또는 독

성효과를 가지지 않는다(64). 

한천이나 젤라틴으로 만든 고형배지의 경우 기질의 첨가 

없이도 콜로니 형성을 잘하기 때문에(45, 64, 95), 낮은 농도

의 기질만 첨가해도 고농도의 효과를 가질 수 있다. 그래서 배

지의 고형화를 위해 매우 낮은 농도의 유기화합물과 함께 실

리카 겔(silica gel)을 사용하지만 기술적으로 더 많은 노력이 

필요하다(13). 

기타 배지 성분

탄소원과 에너지원이 아닌 다른 배지성분도 성장을 저해할 

수 있다. 어떤 세균은 pH 완충용액의 인산염(phosphate)이나

(5) 미량원소혼합액(trace element mix)의 구리(copper)와(91, 

93) 같이 미약한 농도에 의해서도 성장저해를 받는다. 어떤 해

양세균은 좀 더 낮은 농도의 암모니아와 인산염에서 배양성이 

증진되었다(22). 배지성분의 미세한 차이로 인한 산화스트레스

(oxidative stress)에 노출된 세균의 경우에도 생존에 영향을 미

친다(20). 미량원소의 상대적 농도는 표현형(phenotype)에 영

향을 미치고(50), 배양성에도 차이를 나타낼 수 있다. 아미노산

과 비타민 그리고 K+, Ca2+, Mg2+와 같은 양이온을 포함하는 

넓은 범위의 다른 화합물 역시 낮은 농도에서 조차 일부 토양

세균들의 성장을 저해한다(35). 또한 NaCl의 농도에 영향을 받

아 유도기(lag period)가 길어지거나 성장이 저해된다(32).

젤화제(Gelling Agent)

토양세균은 일반적으로 수막(water film)에서 서식하지만 

표면에 부착한다(29, 34). 액상배양에서도 어떤 세균은 배양관

의 벽면에 붙어 자라지만 액상으로 확산되지는 않는다(69). 이

러한 이유 때문에 토양세균은 같은 성분의 액상배지보다는 고

형배지에서 배양성이 더 뛰어나다(42, 64). 그래서 고화제 없

이 액상으로 연속희석을 통해 배양하는 최적확수법(most probable 

number, MPN)은 고형배지에 비해 배양성이 낮다(42). 게다가 

액체배지에서는 다양한 종의 세균들 중 가장 빠르게 자라는 

것이 우점하지만 고체배지에서는 거의 다 콜로니를 형성한다. 

그러므로 좀 더 많은 분리균주를 얻기 위해서는 액체배지보다

는 고체배지를 사용하는 것이 더 유리하다(75).

또한 같은 배지를 사용하더라도 한천의 종류에 따라 콜로

니 숫자가 달라진다. 즉 한천의 순도가 높을수록 더 많은 콜로

니가 형성되며(33), 높은 순도의 한천도 사용 전에 세척하면 

순도를 높일 수 있다(94). 이와 같은 현상은 한천의 어떤 성장

억제 인자가 일부 세균의 콜로니 형성을 막기 때문이다. 고화

제(solidifying agent)로 한천대신에 gellan gum을 사용하면 배

양성이 증가되는데 이는 한천보다 더 선명하기 때문에 매우 

작은 콜로니도 쉽게 검출할 수 있기 때문이다(42). 
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접종량과 상호작용

토양시료와 마찬가지로 해양의 침전물시료는 채취 후 미생

물군집이 24시간 안에 급격히 변한다(61). 그래서 시료채취와 

접종 사이의 간격을 최소화하는 것이 필요한데 가능하면 4시

간 이내가 좋고 온전한 토양덩어리 채로 상온에서 실험실로 

운반하는 것이 좋다. 체질(sieving)과 보관은 토양 내 기질의 

재분포를 유도하고 영양물질의 쇄도로 r-전략생물(r-strategist)

이 급증할 수 있다. 결과적으로 목표 세균의 희석과 항균성 물

질의 생성 등으로 다양한 균의 확보에 불리하다. 

토양현탁액을 준비할 때 세포손상이나 스트레스가 발생하

는데 주로 삼투압(osmotic potential), 이온구성(ionic composi-

tion), 산소압(oxygen tension), 전단(shearing) 및 충돌(collision) 

등이 원인이다. 삼투보호제(osmoprotectant)인 술폰산염 pH 

완충용액(sulfonate pH buffer)을 사용하면 삼투스트레스로부

터 세포의 손상을 어느 정도 막을 수 있다(14, 53). 토양을 현

탁 시 토양입자에 많은 세균들이 부착돼있기 때문에 초음파로 

약하게 처리하면 더 많은 세균 군집을 얻을 수 있다(42). 

접종량의 크기 또한 중요한 요소 중의 하나다. 미생물의 상

호작용은 순영향과 악영향이 있을 수 있으나 액상배양에서 난

배양성 세균을 분리하는 데는 악영향이 더 크다(75). 접종량이 

작으면 작을수록 배양성은 더 커지는데 접종량을 10배 희석하

면 배양성은 2배 정도 증가한다(13, 19, 41, 43, 44, 64). 이러

한 현상은 콜로니들이 너무 근접해있으면 항생물질의 분비나 

고성장균에 의한 영양분의 고갈 등에 의해 저성장균의 콜로니 

형성을 저해하기 때문이다. 일례로 Verrucomicrobia 문의 

Spartobacteria 강에 속하는 세균들은 약 250개 세포 정도의 

접종량으로부터 얻은 plate당 평균 29개의 콜로니 중에서 검

출되지 않았지만 10배 희석한 후 평균 5개의 콜로니를 얻었고 

이 중에 해당 균의 콜로니를 검출하였다(74). 이러한 결과를 

토대로 접종량의 크기는 50개 이하의 세포가 적당하고 표준  

9-cm 지름의 plate당 10개 이하의 콜로니를 발생시키도록 노

력해야 한다(18, 74). 

성장조건: pH, 온도, 공기, 배양기간

배양온도가 낮을수록 대사율은 더 낮아지기 때문에 성장저

해물질의 생성율도 더 낮아진다. 그래서 더 많은 콜로니를 생

성한다. 예를 들면 30°C 보다는 25°C에서 더 많은 콜로니를 

생성하므로 20-25°C가 배양 온도범위로 적절하다(43, 86). 하

지만 더 낮은 기후조건에서 시료를 채취했다면 배양온도는 이

것보다 더 낮아져야 할 것이다. 

pH는 실제 환경과 가깝게 맞춰주는 것이 중요하다. 한 예

로 pH가 5.5인 토양에서 세균을 분리할 때 pH 7.0의 배지보

다는 pH 5.5의 배지에서 배양성이 훨씬 더 좋았다(71). Acido-

bacteria에 속한 많은 세균들도 약산성에서 많이 분리가 되었

고(71) 순수배양도 약산성범위인 pH 4.5-6에서 최적의 성장을 

보였다(21). 

토양의 공기는 대기보다 CO2 분압이 높기 때문에 5% CO2

로 높인 공기를 이용해 배양한 결과 일반 공기와 배양성에서 

별다른 차이를 보이지 않았다(71). 하지만 독립영양(autotrophic) 

세균이나 CO2가 반응물(reactant)인 이화작용하는 세균에게는 

중요할 수 있다(23). 한편 토양에서 O2의 분압은 대기보다 낮

기 때문에 일부 세균들은 저산소(microoxic) 조건에 서식하는 

것을 선호할 수 있고 커다란 토양조각은 안과 밖의 산소농도 

차이가 심하다(76). 침수된 토양과 같은 곳에서는 산소농도에 

민감한 토양세균이 서식한다. 하지만 일반공기와 2% 산소하

에서 각각 배양한 결과는 콜로니 개수에 있어서 별다른 차이

가 없었다(81).

토양에 주로 많은 K-선택종들은 실험실 조건에서도 성장률

이 낮고 원위치(in situ)에서도 낮아 우점조건하에서 조차도 

배가시간(doubling time)이 100일 이상 걸린다(31). 또한 이들 

세균을 눈에 보이는 콜로니 크기까지 도달하기 위해서는 적어

도 2주에서 4주 정도의 배양기간이 필요했고(44, 64), 경우에 

따라서 난배양성 세균의 콜로니를 얻기 위해 3개월 동안 배양

하기도 한다(42). 이렇게 긴 배양기간을 통해 분리에 성공한 

세균들은 Acidobacteria, Chloroflexus, Gemmatimonadetes, 

Planctomydetes와 Verrucomicrobia 문 그리고 Actinobacteria 

문의 아강인 Acidimicrobidae와 Rubrobacteridae에 속한 세균

들이다(18, 45, 72).

어떤 경우에는 접종했을 때는 성장이 느리지만 계대배양을 

통해 점점 더 적응해서 배양기간이 줄어들기도 한다(16, 18). 장

기간 배양은 배지의 건조를 야기해 콜로니 형성을 저해할 수 있

어 얇은 polyethylene zip-lock 주머니를 이용하는 것이 좋다(7). 

성장으로의 전환 

토양세균은 내생포자(endospore), 외생포자(exospore), 포낭

(cyst), 기타 생리학적 및 형태학적으로 다른 세포형태와 같은 

비성장형의 장기 생존상태(nongrowing long-term survival state)

로 존재 가능하다(48). 포자가 성장상태로 전환하기 위해서는 

신호(signal)가 있어야 하고 특히 r-전략생물에게 중요하다. 이

러한 신호분자들은 신선한 유기물이 사용 가능할 때 분비되는 

일반적으로 흔한 작은 분자들과 많은 미생물학적 배지의 구성

성분들이다. 

배양액의 상등액(26, 58, 77, 83)이나 순수화합물(6, 8, 10) 

같은 특별한 신호분자들의 첨가는 특정 세균군(bacterial group)

의 배양효율을 증가시킨다. Acyl-homoserine lactone 혼합물

은 해수(8)와 담수세균(10)의 배양성을 개선시켰지만 Acido-

bacteria에 속하는 세균들의 콜로니 형성 빈도를 높인 것 외에

는 전반적으로 토양세균에 효과가 없었다(81). 한편 Proteo-

bacteria에 속하는 일부 세균은 신호분자로 다른 종류의 Acyl- 

homoserine lactone을 사용하였고 Firmicutes에 속하는 일부 

세균들은 전사 후 변형된 15-22개의 아미노산을 가진 펩타이

드를 사용하였다(55). 

Micrococcus luteus는 16내지 17 kDa의 한 단백질을 생성

하여 M. luteus와 Actinobactera 문의 다른 세균 유래 휴면세

포의 소생(resuscitation)과 성장을 촉진시킨다(59). 한편 이러

한 단백질을 번역하는 유사 유전체들이 같은 문의 다른 세균

에서 발견됨으로 또 다른 유형의 세포간(cell-to-cell) 신호분자

의 존재가 제기되고 있다(47).
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콜로니의 식별 

육안으로 구별할 수 있는 콜로니를 얻는 것은 순수분리에 

매우 중요하다. 각 토양세균 콜로니의 발달율은 모두 같지 않

고 순수배양에서 조차 다르다(40, 56). 몇몇 세균들은 단지 몇 

개의 세포로 이루어진 microcolony로 발달되는데 그 중 일부

는 더 큰 콜로니로 진행되기도 한다(95). 어떤 경우에는 6개월 

후에서야 비로소 지름이 약 50-200 μm의 수많은 minicolony

를 형성한다(19). 그러나 이와 같은 micro- 또는 mini-colony

가 6개월 이상 길게 배양하면 식별 가능한 콜로니로 발달할지 

아니면 자가 성장제한 표현형(self-limiting growth phenotype)

을 나타내 성장이 멈출지는 아직 불분명하다.

너무 작아서 육안으로 검출이 힘든 경우 특정 분류군에 적

합한 oligonucleotide probe를 사용하거나 현미경을 이용하면 

더 많은 순수분리균주를 얻을 수 있다. 예를 들어 Acido-

bacteria의 한 아문에 속하는 세균을 검출하기 위해 사용된 

probe를 통해 배양에 의존하지 않는 방식(cultivation-independent 

method)으로 다양한 세균군집들이 검출되고 이와 동일한 많

은 군집들이 배양된 후 순수 분리되었다(71). 

한편 모여 자라기보다는 퍼져서 자라길 좋아하는 일부 세

균들은 순수분리하기가 매우 힘들다. 이러한 표현형은 해양세

균에서 많이 발견되지만(79) 배양된 토양세균에서도 활주

(gliding)하거나 확산(spreading) 등을 통해 검출을 불가능하게 

만든다(24, 69).

군집배양(Community Culture)

지금까지 배양이 안 된 미생물을 배양하기 위해서는 혼합

군집을 이용할 때 가능성이 높다. 실제로 자연환경에서 대부

분의 미생물들은 서로 조화를 이루며 한 군집의 구성원으로서 

살아가는데 대사물질이나 신호전달물질의 교환 및 제한된 자

원의 경쟁 등을 통해 서로 의사소통을 한다(60, 92). 이와 같

은 예는 생물막(biofilm)이나 다세포군집(multi-cellular assem-

blage)에서 찾을 수 있고 환경변화에 적응하기 위한 하나의 

수단이다. 또 어떤 경우에는 미생물 군집 내에서 대사중간산

물, 미량영양소(비타민 등), 및 킬레이트 시약(chelating agent) 

등을 공유하면서 서로 협력한다. 

결론적으로 군집배양을 토대로 한 접근은 선택적공생자 또

는 영양공생자(facultative or syntrophic organism)를 배양하

는데 효과적인 방법이다. 군집배양을 통해 혐기성 슬러지의 

고온성 영양공생 혐기성 glutamate 분해 혼합균주(thermophilic 

syntrophic anaerobic glutmate-degrading consortium)의 증식

배양을 성공하였고(67) 이와 유사하게 혐기-호기 순환조건으

로 운전되는 회분식반응기(batch reactor)에서도 혼합미생물의 

슬러지상 군집의 증식배양도 가능했다(17).

성공적인 신배양기술들

세포포획(Cell Encapsulation) 방법

이 방법은 구형젤(gel microdroplet)을 이용하여 세균세포를 

포획(encapsulation)한 후 낮은 영양성분의 유입조건하에서 미

세 콜로니(microcolony)를 형성하게 하여 순수 분리하는 방법

이다(49, 98). 각 토양환경으로부터 토양시료를 채취한 후 

토양시료에 있는 미생물의 수를 파악하고 적당한 배지에 

시료를 희석한다. 구형의 젤을 만들기 위한 gelating agent

를 첨가한 후 미생물이 들어있는 구형젤을 polymeric 

membrane로 코팅하기 위해 천연 또는 합성 polymer를 이

용한다. 구형젤을 원래의 토양환경에서 적당한 시간 동안 

배양(incubation)한 후 구형젤을 잘라서 미생물 콜로니를 현

미경으로 관찰한다. 콜로니로부터 난배양성 토양세균을 순

수분리하고 분리된 균주들은 96-well microtiter plate로 분

주하여 glucose, peptone, yeast extract (1 g/L)와 humic acids 

extract 0.001% (v/v)가 첨가된 토양 삼출물(soil extract) 상

에서 증식 배양한다.

Micromanipulator 방법

이 방법은 micromanipulator를 사용하는 방법(27)으로 각 

토양시료를 적당히 희석을 해서 slide glass 위에 얹어 놓은 

후에 도립형 현미경[inverse microscope(×1,000)]상에서 bactotip 

(모세관)을 이용하여 한 개의 세균세포를 분리한 후 각 분리된 

세포를 다른 배양용기(culture vessel)에 접종하여 증식 배양한

다. 또한 single cell PCR을 사용하여 유전자 분석을 통해 동

정도 가능하다.

자연환경모형(Simulated Natural Environment) 방법

이 방법은 해양의 침전물에 적용된 것으로 주로 난배양성 

호기성 유기영양세균(aerobic organoheterotroph)의 순수분리

에 적합하고(46), 토양시료에도 응용이 가능하다. 먼저 토양

시료를 연속으로 희석을 한 다음 토양 삼출물(soil extract)

과 따뜻한 한천을 섞는다. 미생물과 섞인 한천을 확산실

(diffusion chamber)의 0.03-μm pore membrane 위에 붓고 한

천 위는 역시 membrane으로 봉한다(Fig. 1). Membrane은 

확산실과 토양 사이에 물질의 이동을 허락하고 미생물은 

허락하지 않는다. 완성된 확산실은 실제토양(slurry phase)

이 있는 배양실(growth chamber)에 넣고 배양한 후 micro-

colony가 형성되면 순수배양을 하거나 16S rRNA 유전자의 

염기서열분석을 통해 동정한다. 

공동배양법(Coculture)

Thermacetogenium phaeum은 H2를 생성하면서 acetate를 

느리게 산화시키는 절대혐기성세균(obligately anaerobic organism)

이다. 하지만 H2의 과잉생산으로 산화반응이 저해되기 때문에 

H2를 소비하는 메탄생성균(H2-scavenging methanogen)과 함

께 배양해야 acetate를 이용한 성장이 가능하다(36, 37). 그러

므로 H2 소모성 메탄생성균들이 미리 배양된 증균 배양액을 

희석한 후 acetate 산화균들을 접종하여 순수공동배양(pure 

coculture)을 함으로 목적한 균의 순수분리가 가능하다. 또한 

단지 두 종의 세균만을 가지고도 공동배양을 통한 순수분리가 

가능하다. 한 종류의 메탄생성균을 포함하는 한천 배지(lawn 

culture)를 사용하여 영양공생자인 T. phaeum의 콜로니 형성
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Bacteria
+

Agar

Step 1

Step 2Step 3

0.03 μm pore-size 
polycarbonate membrane

0.03 μm pore-size 
polycarbonate membrane

Growth Chamber

Fig. 1. Diagram of the diffusion growth chamber for in situ cultivation of soil microorganisms. The assembling steps are as 
shown.

을 유도할 수도 있다. 이때 알맞은 상대 메탄생성균과 기질의 

선택이 매우 중요하다. 

호기성세균의 경우 상호작용기작이 아직 분명히 밝혀지지

는 않았지만 세포 간 정보전달(cell-cell communication)과 같

이 다른 세균이 생성한 성장인자를 이용한다면 성장이 가능할 

것으로 추정된다. 높은 G+C 그람양성균(high G+C Gram- 

positive group)에 속하는 Symbiobacterium thermophilum은 

처음에는 한 종류의 Bacillus 균주와 공동배양을 통해 순수분

리를 수행하였지만(84) 나중에는 이 균주가 생성한 투석물질

(dialyzable compound)을 이용하여 무균배양도 가능했다(62, 

63, 89). 더욱이 이 균주는 Bacillus(속)에만 국한된 것이 아니

라 Bacillaceae(과)에 속한 다른 종들과도 공동배양이 가능하

였다. 

활성슬러지에서 분리된 Catellibacterium nectariphilum은 

NB 배지에서는 잘 자라지 않았지만 Sphingomonas 속의 한 

세균배양액의 상등액을 첨가함으로 성장이 촉진되었다(85). 

이들 상등액을 많이 알려진 보조인자(cofactor)나 아미노산으

로는 대체가 불가능하지만 cAMP, N-acyl homoserinelactone, 

siderophore, peptide와 같은 신호물질을 대신 사용하여 순수

분리에 성공한 경우도 있다(8, 9, 10, 30).

향후 새로운 배양기술의 전망 

토양미생물의 다양성을 유전체적으로 접근하기 위해 토양

의 메타게놈 대량 염기서열을 분석한 메타지노믹스(meta-

genomics) 자료들은 난배양성 세균의 생리학적 특징에 대한 

정보를 제공해 주기 때문에(82) 새로운 배양법의 개발에 많은 

도움을 줄 것이다. 특히 토양세균에 의해 생산된 2차 대사산

물의 폭넓은 조사는 아직 밝혀지지 않은 신호전달분자들을 찾

고 특이한 조건에서 배양성을 향상시키는데 중요한 역할을 할 

것이다. 이 같은 조사를 난배양성 세균에 접목하려면 토양환

경의 메타게놈 연구가 필수적이다. 최근의 next generation 

sequencing 기술의 도입으로 근 시일 내에 토양 메타게놈의 

전체 염기서열정보분석이 수행되어 대량의 토양 미생물 유전

정보가 확보될 전망이다. 

배지의 최적화를 위해서는 다음과 같은 다양한 보완책이 제

기되어야 한다. 첫째로 환경에 대한 보다 더 나은 지식을 기반

으로 전자공여체(electron donor), 전자수용체(electron acceptor) 

및 핵심요소(key element)의 범위를 한정해야 하고, 둘째로는 

신종을 비교검사하기 위한 분자탐침자(molecular probe)의 개

발, 그리고 셋째로는 배양 시 드물거나 느리게 자라는 종을 찾

아내기 위한 감지능력을 높인 고감도감지기술(high-sensitive 

method)의 개발이 필요하다. 

또한 세포와 세포간의 상호작용을 기반으로 한 순수분리전

략이 요구된다. 하나의 균주를 분리하기 위해 고유의 세포 간 

의사소통기작을 유지하는 방식을 통해 미생물 군집 내에서 자

라게 하는 것이다. 예를 들자면 부유기(planktonic stage)하에

서, 구형젤(gel micro-droplet)에 병합된 상태에서, 또는 표면

에 부착된 상태에서 생물반응기(bioreactor)로 키우면 가능할 

것이다. 

하지만 순수분리가 되었다 하더라도 대량배양이 안되면 여

러 가지 다른 특성조사에 필요한 생물량(biomass)를 확보하기

가 힘들다. 해결방안으로써 한 예를 들자면 자동화된 시스템

을 이용해 배양된 구형젤을 유세포분리기(flow cytometry)와 

접목해서 모으면 어느 정도의 세포량을 확보할 수 있을 것이

다. 그리고 신호전달물질의 부재와 고농도의 기질에 의해 성

장저해를 받는 난배양성 세균을 위해서는 자연친화적 생물반

응기의 개발이 시급하다.
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적요

고찰을 통해 난배양성 토양세균의 특징과 배양에 성공한 

사례 및 성공하기 위해 알아야 될 지식들이 무엇인지에 대해 

기술하였다. 먼저 배지는 목적한 세균이 토양에서 느리게 성

장하다가 실험실의 빠른 성장조건으로 전환하도록 알맞게 선

택되어야 하는데 일반적으로 기질, 질소 및 인 등의 농도를 낮

게 조절해야 한다. 새로운 배지를 만들기 위해서는 분자생태

학적 연구도 병행되어야 한다. 세균 세포 간 음성적 상호작용

을 줄이기 위해 평판배양 시 접종량도 평판 당 세포수가 50개 

이하로 조절해야 한다. pH나 염농도 같은 성장조건은 실제 환

경조건과 맞춰야 하며 배양온도는 낮거나 다양하게 그리고 배

양기간은 길게 잡아야 한다. 새로운 배지에서 분리될 수많은 

토양 미생물 콜로니들 중에서 단지 몇 개만이 난배양성이므로 

이들이 기존에 배양이 되지 않았던 미생물인지를 신속 정확히 

검출하는 방법이 필요하다. 또한 많은 토양세균들이 군집 내

에서 서로 협력하며 살아가기 때문에 공동배양이나 상등액을 

이용해서 토양 미생물을 농화증식하고 이를 순수 분리하면 배

양에 성공할 수 있을 것이다. 
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