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Aquaculture continues to be an ever-growing sector. However, high-density farming increases disease 
outbreaks due to deteriorating water quality and internal stress. To prevent disease, the most common 
method chemotherapy is using antibiotic administration. In this study, probiotic bacteria were isolated 
from Korean traditional foods, such a Gochu pickle and cutlassfish salted seafood. Various bacteria 
were isolated, and their 16S rDNA sequences were analyzed. The antimicrobial activities of four iso-
lates from Gochu pickle and seven isolates from cutlassfish salted seafood were assayed, in addition 
to the antibacterial activity of culture pellet and supernatant. The antibacterial activity of the pellet 
was higher than that of the supernatant. Isolate JKM-2 showed the highest antibacterial activity 
against Streptococcus iniae (43 mm), S. parauberis (40 mm), S. mutans (35 mm), and Vibrio vuinificus (26.5 
mm). The sequences of the isolated strains were compared with those of Bacillus subtilis (97.71%), B. 
tequilensis (97.71%), Brevibacterium halotolerans (97.71%), B. subtilis (97.63%), B. subtilis (97.63%), B. moja-
vensis (97.54%), B. vallismortis (97.46%), B. nanillea (97.45%), B. methylotrophicus (97.37%), and B. ssia-
mensis (97.37%). Future through analysis and new strains confirmed the bacterial cell material inves-
tigation of JKM-3, and to ensure sufficient stability, it is desired to verify the utility value as a sub-
stitute material for antibiotics by application to the form of the industry.
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서   론

어류 양식의 생산량은 매년 증가 되고 있는 추세이다[20]. 

이러한 생산량의 증가를 도모하기 위한 어류들의 고밀도 사육

은 수질 악화 및 어류들의 스트레스를 증가시키게 된다. 이로 

인해 어류들의 질병 발생은 잦아지게 되며[8], 단독 감염 또는 

두 가지 이상의 세균성 질병이 혼합 되어 감염이 발생된다고 

알려져 있다[9, 11]. 

이를 치료하기 위해 가장 일반적인 방법은 화학적 요법인 

항생제 투여 방법이 있다[5]. 하지만 항생제의 무분별한 사용

은 내성 균주의 잦은 출현 및 생태학적으로도 많은 문제를 

일으키며[6, 16, 23], 이러한 문제를 해결하기 위해 천연물질의 

항생제나 합성항산화제를 사용하고 있지만 이는 고농도로 투

여 될 시 발암성을 일으킨다는 연구 결과가 있다[12, 17]. 

따라서 안전 요법으로 알려진 프로바이오틱스에 대한 관심

이 늘어나고 있으며, 현재까지도 많은 연구들이 진행되고 있

다[10, 19, 22]. 프로바이오틱스란 숙주에 유익한 작용을 하며, 

장내 균총(intestinal microbes)을 개선시켜 주는 살아있는 미

생물 첨가제를 말한다[7]. 그리스어로 ‘for life’란 뜻을 가지며, 

1965년 Lilly와 Stillwell은 이들을 성장촉진물로 정의하였고, 

1974년 Parker는 장내 미생물 균형을 유지하는 대사물질로 정

의하였다. 

따라서 본 연구에서는 한국전통발효식품인 고추장아찌, 갈

치 젓갈에서 분리 된 균주들을 이용하여 어류질병세균과 인체

유해세균에 대한 항균활성의 확인을 통해 세균성 질병에 대한 

치료 및 예방의 가능성을 제시하고자 하였다. 

재료 및 방법

균주 분리

실험에 사용 된 균주는 한국전통발효식품인 고추 장아찌와 

갈치 젓갈에서 분리하였다. 균주 분리를 위해 0.85% 생리식염

수에 고추 장아찌와 갈치 젓갈을 각각 1g을 넣어 단계별로 

희석시키고, Mann, Rogosa and Sharpe Agar (MRSA, Difco., 

USA)에 각각 100 μl씩 도말하였다. 그리고 30℃에서 48시간 

배양시킨 뒤, 배양된 균 중 단일 콜로니를 분리하고 Man 

Rogosa and Shape Broth (MRSB, Difco., USA)에 접종하여 

30℃에서 48시간 배양시켰다. 분리 된 균주들은 25%(v/v) 

glycerol에 현탁 시켜 -70℃에서 보관하였다. 

- Note -
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Table 1. List of strains used of antibacterial experiment

Bacteria name Strain. No. Temperature

Streptococcus iniae

Streptococcus parauberis

Edwardsiella tarda

Vibrio furnisii

Vibrio fluvialis

Aeromonas hydrophila

Vibrio vulnificus

Vibrio parahaemolyticus

Aeromonas salmonicida

Listonella anguillarum 

Candida albicans

Listeria monocytogens

Escherichia coli

Propionibacterium acens

Streptococcus mutans

KCTC 3657

KCTC 3651

KCTC 12267

KCCM 41679

KCCM 40827

KCCM 32586

KCCM 41665

KCCM 11965

KCCM 40239

KCTC 2711

KCTC 7270

KCCM 40307

KCCM 40880

KCCM 41747

KCCM 40105

25

25

25

30

30

26

30

37

26

25

25

37

37

37

37

분리균주의 항균활성 탐색

본 실험에 사용 된 어류질병세균과 인체유해세균은 미생물

자원센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)와 한

국미생물보존센터 (Korean Culture Center of Microorgan-

isms, KCCM)에서 분양 받고(Table 1) stock (25% glycerol)화 

시켜 -70℃에서 보관하여 사용하였다. 유해세균들은 각각 해

당 배지에 알맞게 배양하였고, 분리 된 균주들은 MRSB에 접

종시켜 30℃에서 48시간 동안 배양하였다. 다 자라난 배양액

은 14,240 ×g로 원심 분리하여 상등액과 균체를 나누어 항균 

활성에 사용하였고, 분리 된 상등액은 0.45 μm syringe filter 

(Whatman, UK)를 통해 여과하였으며, 균체는 0.85% 생리식

염수 1 ml에 현탁 하여 사용하였다. 다음 멸균 된 8 mm paper 

disc (ADVANTEC, Japan)에 50 μl씩 분주하여 30℃에서 24시

간 동안 건조시켰다. 병원균들은 MacFarland turbidity 0.4로 

조절하고 Muller Hinton Agar (MHA, Difco, USA)에 도말 

하여 각 배양 온도에 따라 48시간 배양시켜 형성 된 억제환을 

측정하였다. 

16S rDNA 염기서열 분석

모든 균주는 Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, Korea)

를 사용하여 DNA를 추출하였다. 추출 된 genomic DNA는 

각각 27F/1492R universal primer 0.5 μM primer, 200 μM de-

oxynucleoside triphosphate, Taq DNA polymerase (Bioneer, 

Korea) 3 μl를 사용하여 PCR를 수행하였다. PCR 반응 조건은 

Intial denaturation (95℃, 2분), Denaturation (95℃, 30초), 

Annealing (55℃, 30초), Extension (72℃, 30초)으로 총 30 cy-

cle로 수행되었고, 마지막으로 다시 한번 Extension (72℃, 5분) 

하였다. 증폭 된 PCR product는 ethidium bromide가 첨가하

여 1% agarose (promegaCo., USA) gel에서 전기 영동하여 

확인하였다. 다음 AccuprepTM PCR purification Kit (Bio-

neer, Korea)를 사용하여 PCR product에 남은 primers, nu-

cleotides, polymeraes, salts를 제거하고 정제시킨 뒤, elu-

tionbuffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) 30 μl로 elution 하였다. 

그리고 ABI prismTM bigdyeTM terminator cycle sequencing 

Ready reaction kit V.3.1 (Fluorescent dye terminators meth-

od)와 ABI 3730XL capillary DNA sequencer를 사용하여 PCR 

product의 염기서열을 분석하였다. 다음 염기서열은 EzTaxone 

(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)를 이용하여 상동성을 조

사하였다. 다음 ClustalX로 multiple alignment를 수행한 뒤, 

MEGA 6.0로 계통도(phylogenetic tree)를 작성하였다. 

결과 및 고찰

분리균주의 항균활성 탐색

분리균주들의 항균활성 탐색 결과, 고추 장아찌에서 분리된 

3종(Table 2)과 갈치 젓갈에서 분리된 7종(Table 3)이 높은 항

균활성을 나타내었다. 특히 JKM-2은 43 mm (S. iniae), 40 mm 

(S. parauberis), 35 mm (S. mutans) 26.5 mm (V. vuinificus)로 

4개의 균주 중 항균 활성이 가장 높았다. JKM-1는 28 mm (V. 

vuinificus), 27 mm (S. iniae), 25 mm (S. mutans), 24 mm (S. 

parauberis)의 높은 항균 활성이 나타났다. JKM-3은 균체 및 

상등액에서 대부분 항균 활성이 측정되지 않았다. 그리고 상

등액에서 JKM-2는 19 mm (V. vulinificus), 11 mm (S. mutas)의 

항균 활성이 관측 되었고, 그 외 나머지 균주들은 관측되지 

않았다(Table 4). 갈치 젓갈에서의 균체 항균 활성 측정 결과, 

GKM-5는 35 mm(S. parauberis), 28 mm(V. vulnificus), 27 

mm(S. mutans)로 높은 항균 활성을 나타냈다. 다음 GKM-8은 

32 mm(S. parauberis), 30 mm(S. mutans), 21 mm(S. iniae), 

GMK-6은 27 mm(S. mutans), 20 mm(S. parauberis)의 항균 활

성이 측정 되었다. 그리고 GKM-2는 25 mm(V. vunificus)에서

만 높은 항균 활성을 나타냈다. 상등액에서도 높은 항균 활성

이 관측 되는 균주들은 없었고, 나머지 균주들은 균체 및 상등액

에서 10-20 mm 사이의 항균 활성이 측정 되었다(Table 3). 

유산균을 포함한 probiotics는 발효 식품에 있어 중요한 역

할을 하고 다양한 항균 물질을 생산한다고 알려져 있다[1]. 대

표적인 항균 물질 박테리오신은 항균 범위가 매우 광범위하여 

유해 세균들을 억제하거나 사멸시키는데 효과적이라고 알려

져 있다[2, 3]. 또한 2차 대사산물로 알려져 있는 항생제와 달

리, 박테리오신은 자신의 유전자로부터 직접 생합성하고[2] 단

백질로 구성 되어 있어 인체 내 가수분해 효소에 의해 쉽게 

분해 되기 때문에 생체 내 무독성이며 잔류성이 적다[21]. 본 

연구에서 사용 된 분리균주들은 어류질병세균 및 인체유해세

균에서 대부분 상등액에서의 항균 활성이 나타나지 않았으며, 

박테리오신이 균체 내 생합성하는 것으로 추측된다. 따라서, 

균체 내 물질에 관한 규명 및 추가 연구가 진행되어야 할 것으

로 여겨진다. 



Table 2. Inhibitory effect of isolates from Gochu pickled against bacterial pathogens

Pathogenic bacteria

Isolate

GKM-1 GKM-2 GKM-3

supernatant pellet supernatant pellet supernatant pellet

S. iniae

S. Parauberis

E. tarda

V. furnisii

V. fluvialis

V. vulnificus

V. parahaemolyticus

L. anguillarum

C. albicans

L. monocytogens

E. coli

P. acens

S. mutans

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

15

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

11

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

25

-

-

-

-

10

-

-

-

-

-

-

-

11

-

-

9

-

12

-

-

-

-

-

-

-

20

-

-

-

-

-

-

-

Pathogenic bacteria

Isolate

GKM-4 GKM-5 GKM-6 GKM-7

super pellet super pellet super pellet super pellet

S. iniae

S. Parauberis

E. tarda

V. furnisii

V. fluvialis

V. vulnificus

V. parahaemolyticus

L. anguillarum

C. albicans

L. monocytogens

E. coli

P. acens

S. mutans

-

-

-

-

-

18.9

-

-

-

-

-

-

13.5

23

35

-

-

-

28

9.5

-

-

-

9.2

-

27

-

-

-

-

-

-

-

-

9.5

-

-

-

-

-

20

-

-

-

18

-

-

-

-

-

-

27

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

15

-

-

17

-

-

10

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

10

-

-

-

-

21

32

-

-

-

19

-

-

+

-

-

-

30

Table 3. Inhibitory effect of isolates from Cutlassfish salted Seafood against bacterial pathogens

Pathogenic bacteria

Isolate

JKM-1 JKM-2 JKM-3

supernatant pellet supernatant pellet supernatant pellet

S. iniae

S. Parauberis

E. tarda

V. furnisii

V. fluvialis

V. vulnificus

V. parahaemolyticus

L. anguillarum

C. albicans

L. monocytogens

E. coli

P. acens

S. mutans

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

27

24

-

-

-

28

-

-

-

12

12.5

13.5

25

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

43

40

-

-

-

26.5

12

-

-

+

10

+

35

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

13

-

-

-

18.5

-

-

-

-

-

-

-
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Fig. 1. Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing position of JKM-2 (from 1,000 repli-

cations) are shown at branch. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position. 

16S rDNA 염기서열의 계통학적 분석

본 연구에서 사용 된 GKM1~7, JKM1~3 균주들은 16S ribo-

somal RNA PCR 증폭을 통해 전체 염기 서열을 얻었다. 그리

고 EzTaxone을 이용하여 분석한 결과, JKM-2는 Bacillus sub-

tilis 97.71%, Bacillus tequilensis 97.71%, Brevibacterium hal-

otolerans 97.71%, Bacillus subtils 97.63%, Bacillus subtlis 97.63 

%, Bacillus mojavensis 97.54%, Bacillus vallismortis 97.46%, 

Bacillus nanillea97.45%, Bacillus smethylotrophicus 97.37%, 

Bacillus siamensis 97.37%로 분석되었고, 이에 대한 계통수를 

작성 하였다(Fig. 1). 다음 JKM-1은 Pullulanibacillus pueri 99.89%, 

JKM-3은 Leuconostoc citreum 97.96%, GKM-1은 Bacillus sonor-

ensis 98.19%, GKM-2는 Bacillus subtilis 99.25%, GKM-3은 

Pediococcus ethanolidurans 99.13%, GKM-4는 Bacillus subtilis 

98.90%, GKM-5는 Leuconostoc mesenteroides 99.67%, GKM-6은 

Lactobacillus brevis 99.56%, GKM-7은 Bacillus safensis 98.57%

의 상동성을 보였다. 그리고 JKM-2과 JKM-3은 신종 확인 실험

이 수행되어야 할 것으로 사료 된다. 
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초록：한국전통식품으로부터 분리 된 세균의 항균활성 효과

문경미․허문수*

(제주대학교 해양과학대학 수산생명의학과)

매년 어류 양식의 생산량은 증대되고 있으며, 생산량 증가를 위한 고밀도 사육은 수질 악화 및 어류들의 스트레

스를 증가시켜 질병들이 잦아지게 된다. 이로 인한 경제적 피해는 어류 양식 어민들에게 있어 막대한 피해를 입게 

되며, 이를 예방하기 위해 화학 요법인 항생제를 투여하게 된다. 본 연구에서는 항생제 대체 물질 및 안전 요법으

로 알려진 프로바이오틱스를 분리하기 위해, 한국전통식품인 고추 장아찌와 갈치 젓갈에서 다양한 세균을 분리하

였다. 분리 된 균주들은 16S rDNA 염기서열을 분석 및 동정하고, 상층액 및 균체로 나뉘어 항균 활성을 측정하였

다. 고추 장아찌에서 분리된 4종과 갈치 젓갈에서 분리된 7종은 상층액 보다 균체에서 항균 활성이 높게 나타나는 

것을 확인할 수 있었다. 그 중 JKM-2는 43 mm(S. iniae), 40 mm(S. parauberis), 35 mm(S. mutans), 26.5 mm(V. 

vuinificus)로 가장 높은 항균 활성을 나타냈다. 본 균주의 염기서열 분석 결과, Bacillus subtilis 97.71%, Bacillus te-

quilensis 97.71%, Brevibacterium halotolerans 97.71%, Bacilus subtils 97.63%, Bacillus subtlis 97.63%, Bacillus moja-

vensis 97.54%, Bacillus vallismortis 97.46%, Bacillus nanillea 97.45%, Bacillu smethylotrophicus 97.37%, Bacillu ssia-

mensis 97.37%로 분석되었다. 추후 JKM-3의 신종 균주 확인과 균체 물질 규명 및 분석을 통하여 충분한 안정성을 

확보하고 양식 산업에 적용시켜 항생제 대체 물질로서의 이용가치를 확인하고자 한다. 
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