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Abstract

The present study was to investigate in vitro antimicrobial effects of propolis against six different fish 
bacterial pathogens, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, 
A. salmonicida subsp. masoucida, A. salmonicida subsp. salmonicida) using minimum inhibitory concen-
tration (MIC) and minimum bacteriocidal concentration (MBC) tests. In the results, propolis exhibited 
antimicrobial activity against all bacteria used in the present study, but there was no marked difference 
in bacterial species except Vibrio species. Collectively, propolis was thought to be an usefulness anti-
microbial substance for controlling bacterial diseases in the fish industry.
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서   론

최근, 국내 양식 산업에서도 세균성 질병의 상시적 

발생으로 인한 항균제의 남용으로 인하여 많은 내성 

균주의 출현이 발생하고 있다. 그러나 어류의 세균성 

질병 치료에 사용되는 항균제는 그 수가 제한되어 있

어 양식 업자에게 경제적으로 많은 피해를 주고 있는 

실정인데(박 등, 2007), 식품의 안전하고 위생적인 보

존을 위하여 천연물질에서 항균성 물질을 탐색하여 

이를 합성보존료에 대체할 수 있는 천연보존료나 병

원성 미생물 살균제로 개발하기 위한 연구가 활발히 

진행되어 왔다(Johnson 등, 1969; 정 등, 2001). 

현재 어류의 질병 치료를 위하여 세균의 단백질 생합

성을 방해하는 테트라사이클린계(Teteracyclines), DNA

가 형성되는 것을 억제하는 퀴놀론계(Quinolones) 및 

세포벽의 기본 구성물질인 peptidoglycan 형성의 마지

막 단계에 관여하는 효소인 transpeptidase의 작용을 

억제함으로써 세포벽의 합성의 최종단계를 봉쇄하고, 

세포내 막의 penicillin-binding protein (PBP)과 결합하

여 PBP의 작용을 억제하는 것으로 알려진 페니실린

계(Penicillins) 등의 항생제가 사용되고 있다. 이들 항

생제가 어류나 최종 소비자인 사람의 체내에 장기간 

축적될 경우 항생제 내성은 물론 균교대증이나 al-

lergy 유발 등의 안전성에 문제가 될 수 있다. 또한, 

우리나라 국민들의 생활수준 향상으로 인한 국민소

득의 증대와 건강에 관한 관심이 높아짐에 따라, 영

양, 맛 및 안전성의 순으로 중요시되던 종래의 식품

의 개념이 (안전성 우선으로 바뀌게 되어) 항생제를 

사용한 양식 어류에 대한 불신이 높아지고 있는 문제

점이 있다(Choi 등, 2005).
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따라서 수산용 의약품과 비슷한 항균 활성 효능을 

가지는 천연물질을 탐색하여 양식 어류의 감염증 치

료 및 예방에 이용하려는 연구가 많이 시도되고 있으

며(윤과 배, 1998; Han과 Shin, 1994; Park 등, 1992; 

Choi 등, 2005), 이와 같은 항균물질의 개발은 값비싼 

수산용 의약품을 대용할 천연 약제의 개발이라는 차

원에서 그 의의가 크다고 하겠다(정 등, 2001).

양식어류 사육에 있어서 상재 발생하는 세균성 질

병의 치료와 예방을 위해 항생제의 무분별한 오남용

이 날로 심각해짐에 따라, 내성균의 출현 문제가 우

리나라는 물론 외국에서도 매우 높은 빈도로 보고되

고 있다(Aoki 등, 1973; 이 등, 2003; 김 등, 2010; Black-

burn 등, 2010). 양식어류에서 질병을 일으키는 병원

성 세균 중 내성을 나타내는 세균으로 Aeromonas hy-

drophila (Aoki 등, 1971b), A. salmonicida (Aoki 등, 

1971a), Vibrio spp. (Aoki 등, 1973), Edwardsiella tarda 

(Aoki와 Egusa, 1977) 등 대부분의 그람음성균과 그람

양성균인 Streptococcus spp. 등이 포함되어 있다(Aoki 

등, 1990).

또한 양식장에서 과다하게 사용된 항생물질은 인

근 하천에 오염되어 야생어류에까지 영향을 미치게 

되고(Blackburn 등, 2010), 먹이사슬의 최종소비자인 

사람에게도 영향을 미치는 등 안전성이 크게 문제가 

되고 있다(장, 2000; Lee와 Lee, 2001). 이러한 항생제

의 부작용 문제를 해결하기 위해 항균효과를 가지는 

천연물로부터 항균성 물질을 추출하여 어류의 세균

성 질병에 이용하려는 연구가 최근 활발하게 진행되

고 있다(Kim 등, 1994; Mok 등, 2001; Jo 등, 2002; 김 

등, 2011; 한 등, 2011; 허 등, 2013).

한편 프로폴리스는 꿀벌이 식물의 꽃이나 잎, 수목

의 생장점을 보호하기 위하여 분비되는 물질과 나뭇

가지의 껍질 등이 벗겨져 상처 난 곳을 오염으로부터 

예방하고 미생물로부터의 오염을 막기 위하여 분비

하는 보호물질을 모아들인 것이다(박 등, 1995; Krell, 

1996).

프로폴리스의 뜻은 그리스어인 pro (before)와 polis 

(city)의 합성어이며 꿀벌들이 벌집 입구에 프로폴리

스를 이용하여 벽을 쌓는다는 의미에서 유래되었다

(Bankova 등, 2000). 꿀벌이 식물에서 분비되는 물질

을 수집하고 이것을 꿀벌 타액의 효소와 혼합하여 육

아봉의 큰 턱샘에서 만들어 낸 프로폴리스는 박테리

아와 균류에 약효가 있는 천연항생물질이다. 꿀벌은 

이것을 봉군보호를 위하여 벌동내부의 오염되기 쉬

운 곳에 바르고 오염균류나 바이러스 및 외적을 방어

하는데 활용한다. 특히, 여왕벌이 산란하기 전에 일

벌이 미리 벌방에 프로폴리스를 엷게 발라서 알과 유

충을 미생물로부터 안전하게 보호하며, 프로폴리스의 

이와 같은 특성은 꿀벌이 채취한 식물체의 분비물 및 

꿀벌의 타액에 미생물을 방어하는 물질이 있기 때문

이다(박 등, 1995).

프로폴리스의 항균활성은 Serra Bonvehi 등(1997) 

이 15가지의 다른 수종에서 얻은 프로폴리스의 분석

과 활성물질 및 식이에 대한 연구를 수행함으로써, 

그 성분 중 Acacetin과 Apigenin이 대부분을 차지하고 

Pinocembrin, Quercetin, Rutin, Vanillin 등이 적은 양으

로 존재하며, Bacillus subtillis과 Staphylococcus aureus

에 대하여 Tetracycline보다 53배, Escherichia coli에 

대하여는 400배 정도로 높은 항균효과가 있음을 보

고하였다.

따라서 본 실험에서는 항균효능이 있다고 알려진 

벌꿀의 프로폴리스를 대상으로 하여 주요 어병 세균

에 대한 항균력을 측정함으로써 프로폴리스를 이용

한 수산용 천연약재의 개발을 위한 자료를 얻고자 하

였다.

재료 및 방법

공시균주

공시균주로는 A. hydrophila (ATCC 7966), V. vulni-

ficus (ATCC 33148), V. paraheamolyticus (ATCC 33844), 

A. salmonicida subsp. masousida (ATCC 27013), A. sal-

monicida subsp. salmonicida (ATCC 33658), 그리고 

Pirarucu에서 분리된 E. tarda (Korea, 2009)의 그람음

성균의 총 6균주로 서울대학교 수의과대학 수생동물

질병학 연구실로부터 분양받아 실험에 사용하였다.

디스크 확산법에 의한 항균력 판정

Tryptic soy agar (Difco, USA) 평판배지에서 20oC로 

24시간 배양한 신선한 colony를 0.85% 멸균생리식염

수에 MacFarland 0.5의 탁도로 현탁시켜, 약 1∼5x106 

CFU/mL의 균 현탁액을 만들었다. 이 시험균 현탁액 

100 L를 Muller-Hinton agar (Difco, USA) 배지에 분

주하고, 멸균된 면봉으로 잘 도말하여 준비하였다. 

멸균된 paper disk (ø10 mm, Advantec Toyo, Japan)에 

propolis (80%) (Sigma Chem co, USA)를 10, 20, 30 
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Table 1. The result of antimicrobial sensitivity test by antibiotics and propolis

 Strains

Diameter of inhibition zone (mm)

AML1) TE2) E3) SXT4) MY5) NA6) C7)
Propolis (mg)

10 20 30

 A. hydrophila NA* 35 16 39 NA 38 45 13 21 27
 A. salmonicida subsp. masoucida 10 40 31 38 13 41 50 13 22 29
 A. salmonicida subsp. salmonicida   8 38 25 41 NA 40 46 6 10 16
 V. vulnificus NA 35 29 42 NA 40 52 19 28 34
 V. paraheamolyticus 30 35 25 39 16 38 52 22 30 41
 E. tarda   7 35 15 37 10 39 45 11 16 25

*, no antibacterial activity.
1)ML, amoxicillin; 2)TE, tetracycline; 3)E, erythromycin; 4)SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; 5)MY, lincomycin; 6)NA, nalidixic acid; 7)C, 
chloramphenicol.

mg씩 흡습시켜 충분히 건조시킨 후에, 각각의 disk를 

시험균 현탁액이 도말된 Muller-Hinton agar 배지에 

밀착시켜 올려놓은 후, 20oC에서 48시간 배양한 후에 

disk 주변에 생긴 저지대의 직경을 측정하여 항균력 

유무를 판정하였다.

또한 시판되고 있는 항생제 disk를 사용하여 공시

약제와의 항균력을 비교하였다. 항생제는 계열별로 

한가지 씩 선택하여 사용하였는데 -lactam계로는 

amoxicillin (30 g/disc), tetracycline계로는 tetracycline 

(30 g/disc), macrolide계로는 erythromycin (15 g/ 

disc), sulfa계로는 trimethoprim-sulfamethoxazole (1.25

∼23.75 g/disc), ansamycin계로는 lincomycin (15 g/ 

disc), quinolone계로는 nalidixic acid (30 g/disc), 그리

고 phenicol계로는 chloramphenicol (30 g/disc)의 총 7

종류를 사용하여 propolis와 동일한 방법으로 어병 세

균에 대한 항균력을 측정하였다. 항생제 disk 가운데 

trimethoprim-sulfamethoxazole은 Biolab (Hungary)에서 

구입하였으며 나머지는 모두 Liofilcam (Italy)에서 구

입하였다.

최소억제농도와 최소살균농도에 의한 propolis의 
항균력 측정

각 실험 균주에 대한 propolis의 최소억제농도(mini-

mum inhibitory concentration)는 broth micro dilution 방

법을 사용하여 측정하였다(Hisae 등, 1993; Lorian, 

1986). 모든 균주는 tryptic soy agar 배지에 20oC에서 

24시간 배양한 후, MacFarland 0.5 (1∼5x106 CFU/mL)

로 탁도를 조절하여 균 현탁액을 준비하였다. Propo-

lis를 Muller-Hinton broth에 5∼2560 g/mL까지 단계

별로 희석한 후, 균 현탁액을 각각 접종하고 48시간 

배양한 후 최소억제농도를 측정하였다.

최소살균농도(minimum bacteriocidal concentration)

는 균이 증식하지 않은 최소억제농도 이상의 배양액

을 한천배지에 도말하여 균주를 접종시킨 후 배양하

여 측정하였다. 최소살균농도는 최초의 접종균수의 

99.9%를 사멸하는 최대희석배수의 농도로 정하였다. 

결   과

 디스크 확산법을 이용한 항균 효과 

멸균된 paper disk에 propolis를 흡습시켜 균 현탁액

이 도말된 Muller-Hinton agar 배지에 올려놓은 후, 

20oC에서 48시간 배양한 후에 disk 주변에 생긴 저지

대의 직경을 측정한 결과, propolis는 모든 시험균주

에 대해 저용량(10 mg)에서 고용량(30 mg)으로 갈수

록, 즉 용량에 비례하여 발육억제대가 넓게 나타났고 

고용량(30 mg)의 경우 대조군으로 사용한 항생제와 

유사한 유의할 만한 항균력을 나타내었다(Table 1).

Propolis와의 항균력을 비교하기 위하여 실시한 시

판용 항생제의 경우, trimethoprim-sulfamethoxazole, na-

lidixic acid, tetracycline 및 chloramphenicol은 모든 시

험균주에 대해 저지대를 나타내었고, amoxicillin과 lin-

comycin은 저지대가 나타나지 않거나 저지대가 좁게 

나타났다(Table 1). 같은 항생제에 대한 저지대는 균

의 genus에 따라 비슷하게 관찰되었다.
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Table 2. The minimum inhibitory concentration (MIC) and the 
minimum bactericidal concentration (MBC) of propolis against 
microorganisms

 Strains

MIC MBC

Propolis
(ppm)

Propolis
(ppm)

 A. hydrophila 2048 8192
 A. salmonicida subsp. masoucida 4096 8192
 A. salmonicida subsp. salmonicida 2048 4096
 V. vulnificus 1024 2048
 V. paraheamolyticus 512 2048
 E. tarda 2048 4096

최소억제농도와 최소살균농도에 의한 propolis의 항균 
효과

Propolis를 증류수에 5∼2560 g/mL까지 단계별로 

희석하여 A. hydrophila 외 5종의 어류 질병 세균에 

대해 최소억제농도와 최소살균농도 값을 측정하였다. 

그 결과, 모든 균주에서 최소억제농도가 512∼2048 

ppm로 어느 정도 유의성 있는 억제 정도를 나타내었

는데, 그 중 V. paraheamolytica는 512 ppm으로 모든 

시험균 중 가장 낮은 최소억제농도 값, 즉 가장 강한 

억제정도를 나타내었고 V. vulnificus의 경우 최소억제

농도는 1024 ppm으로 두 번째로 강한 억제정도를 나

타내었다(Table 2). 

최소살균농도의 경우 최소억제농도와 동일하거나 

2∼4배 정도의 범위에서 관찰되었다(Table 2). Aero-

monas속 균주의 경우 최소살균농도는 최소억제농도

의 2∼4배 농도인 2048 ppm과 4096 ppm에서 관찰되

었고 vibrio속 균주는 1024∼2048 ppm 사이에서 관찰

되었으며, vibrio속 균주 중 V. paraheamolyticus는 최

소살균농도가 1024 ppm으로 V. vulnificus보다 더 낮

은 농도에서 균의 사멸 효과를 나타내었다. E. tarda

의 경우 최소억제농도의 2배 농도인 4096 ppm에서 

최소살균농도가 관찰되었다.

고   찰

최근 들어 항생제 내성 정도가 높아 미래에는 

MRSA, VRSA와 같은 슈퍼박테리아의 생성으로 인한 

감염에 대한 치료가 불가능한 상황에 놓일 것이라고 

알려진 것 처럼 항생제 내성 문제는 전세계에 걸쳐 

큰 문제가 되고 있다. 현재 양식 어류의 세균성 질병

의 치료에 있어서 항생제가 널리 사용되고 있는데, 

오남용되었을 경우 내성균을 유발시킬 뿐만 아니라, 

양식 어류의 체내에 잔류하여 최종 소비자인 사람의 

건강에도 영향을 미칠 수 있다. 

이러한 항생제의 부작용을 해결하기 위해 항생제 

대체물질로 항균활성을 갖는 여러 가지 천연식물 성

분이 사용되어오고 있는데(Johnson 등, 1969; Kim 등, 

1994; 윤과 배, 1998; Lee 등, 2001; Mok 등, 2001; Jo 

등, 2002; 정 등, 2001; 김 등, 2011; 허 등, 2013), 그 

중에서 프로폴리스는 여러 가지 수목 및 꽃에서 꿀벌

이 모아오는 물질이다. 프로폴리스의 주요 화학성분

은 플라보노이드 화합물로 알려져 있다(Serra Bonvehi 

등, 1997; 김, 2007).

본 실험에서 flavonoid 류의 성분 중 하나인 prop-

olis를 디스크에 10 mg, 20 mg, 30 mg의 용량으로 흡

습시켜 A. hydrophila 외 5종의 어류 질병 세균에 대

한 항균 효과를 살펴보았을 때, 저용량(10 mg)에서는 

거의 항균력을 나타내지 않았으나 용량을 높일수록 

그에 비례하여 유의할 만한 항균력을 나타내었다. 특

히 고용량(30 mg)에서는 대조물질인 항생제와 비슷

한 정도의 매우 효과적인 항균력을 나타내었다. 그러

나 시판용 항생제의 항균 효과 시험에서 A. hydro-

phila 외 5종의 어류 질병 세균은 amoxicillin과 linco-

mycin에 비교적 높은 내성을 나타내었다. 최소억제농

도 측정시험의 경우 V. vulnificus와 V. paraheamo-

lyticus가 다른 균주들에 비해 큰 감수성을 나타내었

다. V. vulnificus와 E. tarda를 제외한 균의 경우도 최

소억제농도가 640 ppm으로 유의할 만한 억제정도를 

나타내었다. 최소살균농도 측정시험에서는 모든 균에

서 대체적으로 비슷한 정도의 결과치를 나타내었는

데 그 중 Vibrio속 균주가 Aeromonas속 균주와 

Edwardsiella속 균주에 비해 비교적 높은 감수성을 나

타내었다. 

이상의 결과를 요약하면, flavonoid류의 성분 중 하

나인 propolis는 A. hydrophila 외 6종의 어류 질병 세

균에 대해 고용량(30 mg)에서 시중에 시판되는 항생

제가 지닌 정도의 항균력을 나타냄을 알 수 있었고 

최소억제농도, 최소살균농도 측정시험을 통해 세균의 

종류에 따라 약간의 차이는 있지만 유의할 만한 항균

력을 나타냄을 알 수 있었다.

이러한 결과는 수산용 의약품으로서 propolis의 활

용가능성을 시사한다고 사료되고 안전성 측면에서의 

연구와 더 많은 어류 질병 세균에 대한 연구가 이루

어 져야 할 것으로 생각된다. 또한 항생제 내성의 문
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제점을 보완할 수산용 의약품으로서 천연 항균물질

의 연구가 더 시행되어야 할 것으로 보인다. 

결   론

본 실험에서 A. hydrophila 외 5종의 모든 어류 시

험 균주에 대해 디스크확산법과 최소억제농도 및 최

소살균농도 측정시험을 통해 꿀벌의 성분인 propolis

의 주요 어류 질병 세균들에 대한 항균 효과를 알아

본 결과, 고용량(30 mg)의 propolis를 이용한 디스크 

시험에서 시판되는 항생제와 비슷한 정도의 항균력

을 나타내었고, 저용량에서 고용량으로 갈수록 용량

에 비례하여 항균력이 증가하는 경향을 나타내었다. 

최소억제농도 및 최소살균농도 측정시험에서는 균마

다 약간의 차이는 있지만 유의성 있는 억제정도를 나

타내었다. 최소억제농도의 경우 가장 감수성이 크게 

나타난 V. paraheamolyticus (512 ppm)와 두 번째로 감

수성이 크게 나타난 V. vulnificus (1024 ppm)을 제외

한 균들에서는 A. hydrophila, A. salmonicida subsp. 

masoucida, A. salmonicida subsp. salmonicida 균주들은 

2048∼4096 ppm으로 약간 유의성 있는 억제정도를 

나타내었고, E. tarda 균주는 2048 ppm으로 역시 약간

의 유의성이 있는 억제정도를 나타냈다. Propolis를 

4096 ppm 이상의 농도로 투여하였을 때 모든 균에서 

완전한 억제 효과를 나타내었고, 8192 ppm 이상의 농

도로 투여하였을 때 모든 균에 대해서 살균효과를 보

였다.
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