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서     론

현대적인 개념의 항생제로서 처음으로 임상에서 사용된  

penicillin은 감염 질환을 가진 수많은 환자의 생명을 구함으 
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항 Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 활성을 가지는 

해양미생물 Pseudomonas sp. YJ-1의 분리와 특성
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Pseudomonas sp. YJ-1 with Anti-Methicillin Resistant  

Staphylococcus aureus Activity
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Abstract - The aim of this study was to isolate and identify marine bacterium with anti-methicillin- 
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) activity, and to purify the anti-MRSA compound, as 
well as to determine its activity and synergistic effects. Among the marine bacteria isolated in 
this study, the YJ-1 isolate had the strongest anti-MRSA activity. The YJ-1 isolate was identified 
on the basis of its biochemical characteristics and an analysis of 16S rRNA gene sequences. The 
YJ-1 isolate showed over 99.2% homology with Pseudomonas stutzeri, and was designated as 
a Pseudomonas sp. YJ-1. The optimal culture conditions were 25℃ and initial pH 7.0. For the 
purification of the anti-MRSA compounds, the YJ-1 was cultured in Pa PES-II medium, and 
the culture filtrates were extracted by ethyl acetate, hexane, and 80% MeOH. The 80% MeOH 
fraction was separated by a C18 ODS column, silica gel chromatography and a reverse phase 
HPLC, to yield three anti-MRSA agents, the MR1, MR2, and MR3 compounds. When the MR1 
compound of 250 μg mL-1 concentration was applied to the MRSA cells, over 95% of bacterial 
cells was killed within 48 hr. Compared with vancomycin and ampicillin, the MR1 compound 
showed significant anti-MRSA activity. In addition, the anti-MRSA activity was increased by 
dose and time dependent manners. Furthermore, the combination of an MR1 compound with 
vancomycin produced a more rapid decrease in the MRSA cells than did the MR1 compound 
alone. Taken together, our results suggest that the Pseudomonas sp. YJ-1 and its anti-MRSA 
compounds could be employed as a natural antibacterial agent in MRSA infections.
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로써 기적의 약으로 불리었다. 그러나 penicillin이 사용된지 

얼마 지나지 않아 penicillin에 내성을 가지는 Staphylococcus  
aureus가 등장하였다. 이에 β-lactam계 항생제인 methicillin
이 치료제로 사용되게 되는데, 이 항생제에도 내성을 나타내

는 S. aureus가 1961년 영국에서 처음 발생하기 시작하여 현

재까지도 세계 각지에서 보고되고 있다 (Nagai et al. 2003; 
Davis et al. 2007).

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)는  

gram positive로 원내 감염의 원인균이며, penicillin, cephal-
osporin, carbapenem, monobactam 등 대다수의 항생제에 치

료가 되지 않는 다제내성 (multidrug resistance)을 나타낸다 

(Akcam et al. 2009; Yee et al. 2011). 분리 비율은 일본, 홍콩, 
미국 등에서 50% 이상의 높은 비율로 나타나며 (Bell et al. 
2002; Grundmann et al. 2006), 국내에서도 병원감염으로 확

인된 S. aureus 중 MRSA의 분리 빈도는 70~90% 선으로 매

우 심각한 수준이다 (Lee et al. 2004; Park et al. 2007). 또한 

최근 지역사회 내 MRSA 감염이 빠르게 증가하고 있는 추세

이며 미국에서는 매년 1만 9천여 명, 유럽에서도 수천 명이 

사망하고 있는 심각한 상황이다 (Crum et al. 2006; Bassetti 
et al. 2009). 이에 우리나라에서도 MRSA에 대한 연구가 활

발히 이루어지고 있으나 매년 항생제 내성균은 증가 일로에 

있어, 항생제 변화의 주기적인 검토와 연구가 지속적으로 이

루어져야 할 것이다 (Hong et al. 2016). 우리나라에서 발견

되는 MRSA 중에서 절반 이상을 차지하는 대표적인 균주인 

ST5 MRSA는 일본에서 유래한 하나의 계통에 속하는 것으

로 나타났다. 이는 MRSA를 포함한 다제내성균 전파에 있어

서 국가 간의 경계가 없으며 나날이 높아져가는 항생제 내

성문제를 해결함에 있어 국가 간 협력이 필요함을 시사한다.
MRSA의 치료제로 glycopeptide 제제인 vancomycin을 

사용하였으나 1996년 일본에서 vancomycin에 감수성이 감

소한 S. aureus (hetero-vancomycin intermediate-resistant S. 
aureus; hVISA)가 처음 보고되었고 (Hiramatsu 2001), 미국

과 유럽에서도 vancomycin resistant S. aureus (VRSA)가 확

인된 바 있어 (Howden et al. 2010), 마지막 보루라고 여겨지

던 glycopeptide 제제의 효용성이 심각하게 흔들리기 시작하

였다 (Boyle-Vavra et al. 2001). 따라서 높은 원내 감염율, 지
역사회 내 MRSA 감염의 증가, MRSA 치료제로 사용되고 

있는 vancomycin 내성균주의 출현의 증가로 새로운 항생제

의 개발이 절실히 요구되고 있는 실정이다 (Kitai et al. 2005; 
Yucel et al. 2005).

미생물이 생산하는 많은 생리활성물질들은 의약품 산업 

등 다양한 분야에서 상업적으로 이용되고 있으며, 현재도 여

러 분야에서 미생물은 새로운 천연물질의 개발을 위한 잠재

적인 소재로서 각광 받고 있으므로, 이들의 탐색과 응용을 

위한 연구가 지속적으로 이루어지고 있다 (Jung and Chang 
2009). 특히 제약 및 의약분야에서 임상적으로 사용되는 항

생제는 대부분 미생물로부터 분리된 천연물질이거나, 이들 

물질을 선도물질로 사용하여 합성된 반합성 물질이다 (Faver 
et al. 2003). 미생물이 2차 대사산물로 생산하는 항생물질들

은 주로 Bacillus나 Streptomyces와 같은 방선균으로부터 얻

었다. 특히 Streptomyces는 streptomycin, chloramphenicol, 
neomycin, kanamycin, vancomycin 등 항생물질의 70% 이상

을 생산하고 있어 의학적, 산업적으로 매우 유용한 자원이다 

(Watve et al. 2001). 그러나 수십 년간의 연구로 새로운 원천

이 고갈되는 양상을 보여 경제성이 떨어지고 있는 추세이다 

(Berdy 2005; Koehn and Carter 2005). 이에 선진국들은 해

양미생물 유래 천연물에 대해 집중적인 연구를 수행하고 있

다 (Proksch et al. 2003).
본 연구에서 분리한 Pseudomonas sp. YJ-1 균주와 같은 

속인 Pseudomonas속은 약 800여 종의 생리 활성물질을 생

산한다고 보고되었으며, 이 중에서 약 50여 종의 항생물질

이 보고되었다 (Berdy 2005). Pseudomonas속에서 생산된 물

질 가운데 현재 상용화된 항생물질은 P. fluorescens가 생산

하는 pseudomonic acid 외에는 거의 없는 실정으로 (Fritza et 
al. 2009), 최근에 MRSA에 대해 기존의 항생제보다 높은 항

균활성을 나타내는 물질을 생산하는 해양 Pseudomonas속이 

보고되었다 (Salomon et al. 2004). 해양은 지구의 70%를 차

지하고 있으며, 지구에 존재하는 생물의 80% 이상이 해양에 

서식하고 있다 (Hamann and Scheuer 1993). 이에 다양한 물

리적 환경조건을 가지고 있으며 토양에 비해 비교적 특수한 

환경이라고 할 수 있는 해양미생물을 대상으로 MRSA에 항

균활성을 가지는 물질을 screening 한다면, 기존의 항균물질

과는 다른 구조나 작용 메커니즘을 가지는 새로운 항균물질

을 개발할 가능성이 높을 것이다 (Gulder and Moore 2009).
이에 본 연구에서는 해양에서 분리한 항MRSA 활성을 나

타내는 YJ-1 균주를 분리, 동정하고 생리, 생화학적 특징을 

조사하였으며, 이 균주가 생산하는 항MRSA 활성물질을 분

리, 정제하여 신규 항생제로서의 가능성을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

1. 해양미생물의 분리 및 표준 균주의 배양

MRSA에 강력한 항균활성을 나타내는 균주를 분리하기 

위해, 울진 앞바다의 표층 해수를 멸균된 MB 채수기로 무균

적으로 채수하였으며, 채수된 시료는 ice-box에 보관하여 3
시간 이내에 연구실로 옮겨 실험하였다. 본 실험에 사용할  

항MRSA 활성을 가지는 미생물을 분리하기 위해, 해수 시
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료를 십진희석법으로 희석하여 PPES-II (yeast extract 1 g, 
proteose peptone 1 g, polypeptone 2 g, soytone 1 g, 0.1% 
ferric citrate 10 mL, seawater 1 L, initial pH 7.6) 배지 (Taga 
1968)에 평판도말법으로 도말하여 20℃에서 7일간 배양 후, 
형성된 특징적인 형태의 colony를 모두 선별하였다. 분리한 

균주는 nutrient agar (NA; difco, USA) 배지에 3차 streaking
한 후 single colony를 확인하여 순수 분리하였다.

분리 균주들의 항MRSA 활성 조사를 위한 MRSA 표준 

균주는 Korea Culture Center of Microorganisms (KCCM; 
Seoul, Korea)에서 분양받은 표준 균주 MRSA KCCM 
40511과 동아대학교 병원에서 임상 분리한 6개 (DA 3, 9 
11, 12, 16, 18)의 MRSA 균주들 (strains)을 사용하였다. 또
한 Korean Collection for Type Cultures (KCTC; Daejeon, 
Korea)에서 5종의 병원성 세균들을 분양받아 항균활성용 

실험에 사용하였다. 실험에 사용된 균주들은 nutrient broth 

(NB; difco, USA)배지와 PPES-II 배지를 사용하여 25~30℃
에서 배양하였다. 본 실험에서 사용한 병원성 세균들은 다

음과 같다; Aeromonas hydrophila KCTC 2358, Bacillus 
subtilis KCTC 1028, Klebsiella pneumoniae KCTC 2001, 
Legionella birminghamensis KCTC 2007, Shigella flexneri 
KCTC 2008.

2. 분리 균주들의 항MRSA 활성 검정

항MRSA 활성을 가지는 분리 균주들의 활성을 검정하기 

위하여 각 분리 균주들의 배양농축액을 이용하여 disk agar 
diffusion assay (National committee for Clinical Laboratory 
Standards; NCCLS, 2009)법으로 측정하였다. 즉, 본 실험의 

MRSA 표준 균주인 MRSA KCCM 40511 균주가 도말된 NA 
배지에 각 분리 균주들의 배양농축액을 2-fold serial dilution
하여 paper disk에 loading한 후 25℃에서 48시간 배양 후 

생육 저지대 (inhibition zone)의 직경 (mm)을 측정하였다. 이
때 positive control로 동량의 vancomycin (Merck, Germany)
을 첨가하여 활성을 비교 측정하였다. 예비실험 결과, 가장 

우수한 항MRSA 활성을 보인 균주를 선별하여 YJ-1이라 명

명한 이후 실험에 사용하였다.

3. YJ-1 균주의 염기서열 분석 및 동정

MRSA에 대한 가장 높은 활성을 보인 YJ-1 균주를 분류, 
동정하기 위해서, API 20NE와 API 50 CH kit (Biomerieux, 
France)를 이용하였으며, 또한 Biochemical tests for identifi-
cation of medical bacteria (MacFaddin 1980)의 방법에 준하

여 형태적, 생리 및 생화학적 특성들을 조사하였다. 그 결과 

를 apiwebTM database에 입력하여 1차적으로 분류학적 유

사성을 검토하였으며, 또한 보다 정확한 동정을 위하여 16S 
rRNA gene을 이용한 염기서열 분석을 진행하였다 (Dunbar 
et al. 2000). 즉 선별된 YJ-1 균주를 PPES-II 배지에서 18
시간 배양한 후 AccuPrepTM Genomic DNA extraction kit 

(Bioneer)를 사용하여 total genomic DNA를 추출하여 

template로 사용하였다. 16S rRNA 유전자의 증폭에 이용된 

primer 쌍은 49F (5ʹ-AGAATTCTNANACATGCAAGTCG 
AICG-3ʹ)와 1492R (5ʹ-GTGGATCCGGYTACCTTGTTACG 
ACTT-3ʹ)을 사용하였다. 이때 forward primer의 5ʹ에는 제한

효소 EcoRI의 인식 부위를, reverse primer의 5ʹ에는 BamHI
의 인식 부위를 첨가하였다.

PCR 반응은 AccuPower PCR Premix (Bioneer)를 사용하

여 Minicycler (MJ Research, USA)로 실시하였다. 먼저 94 
℃에서 1분, 61℃에서 1분, 72℃에서 1분씩 30회 반복하여 

DNA를 증폭시키고, 마지막으로 72℃에서 5분간 extension
시켜 PCR 반응을 종결시켰다. 정제된 16S rDNA의 PCR 반
응물을 pGEM-T vector (Promega)에 ligation시켜 반응물을 

미리 준비한 200 μL의 Escherichia coli XL1-blue competent 
cell에 transformation시킨 후 alkaline lysis mini-prep 방법 

(Sambrook et al. 1989)으로 plasmid를 mini-prep 하였다. 
또한 Termination Sequencing Ready Reaction kit (Perkin 
Elmer, USA)와 ABI 377 genetic analyzer (Perkin Elmer, 
USA)를 이용하여 염기서열을 분석한 후, National Center 
for Biotechnology Informatin (NCBI)의 GeneBank database
에서 가장 상동성이 높은 균주들과 염기 서열을 비교하였

다. 염기서열을 Clustal W program으로 정렬한 후, MEGA 5 
package (Tamura et al. 2011)를 이용하여 계통도를 작성하였

다. 계통 분류학적 유연관계에 대한 통계적 안정성을 검증하

기 위하여 1,000회의 resampling에 근거한 bootstrap 분석을 

수행하였다.

4. 조추출액의 열과 pH에 대한 안정성 검정

YJ-1 균주가 생산하는 물질의 열 안정성 및 pH 안정성

을 알아보기 위한 실험은 다음과 같다. 미생물 분리 후 냉

장 보관되어 있던 YJ-1균주를 nutrient agar에 streaking 한 

후 single colony를 확인하고 이를 nutrient broth 75 mL 삼각  

flask에 접종하여 전배양 하였다. 전배양액을 PPES-II 액체

배지 37 L에 재접종하여 최적 배양 조건인 25℃, pH 7.0에

서 100 rpm으로 7일간 배양하였다. 배양 후 세균 배양액을 

8,000 × g로 10분간 원심분리한 후, 상등액을 취하여 pore 
size 0.2 μm polycarbonate membrane filter로 여과하였다. 이 

배양 여과액을 ethyl acetate (DUKSAN, Korea)와 1 : 1로 혼

합하고 ethyl acetate로 3회 반복 추출하여 rotary evaporator 
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(Eyela, Japan)로 감압 농축하여 조추출액 (ethyl acetate 추출

액)을 얻었다. 이 조추출액을 4, 20, 40, 60, 80, 100℃에서 24
시간 방치한 후, MRSA KCCM 40511 균주배양액 (5.0 × 106 

cells mL-1)에 10%가 되도록 접종하여 anti-MRSA의 상대 

활성을 비교 측정하였다. 이 때 control에는 조추출액 대신 

동량의 신선한 PPES-II 액체배지를 첨가하였으며, 가장 활성

이 높았던 4℃를 기준으로 상대 활성을 측정하였다.
또한 YJ-1 균주가 생산하는 물질의 pH 안정성을 알아보기 

위해서, 최적 조건에서 배양한 YJ-1 균주 배양 여과액의 조

추출액을 pH 2.0~9.0으로 조절하여 24시간 동안 실온에 정

치한 후, 다시 pH를 7.0으로 조절하여 상기와 동일한 방법으

로 anti-MRSA 상대 활성을 비교 측정하였다. 이때 pH는 50 

mM sodium acetate buffer (pH 2.0~5.0)와 50 mM sodium 
phosphate buffer (pH 6.0~10.0)를 사용하여 조절하였다. 또
한 control에는 각각의 pH에 따라서 조추출액을 포함하지 

않은 buffer 용액을 첨가하였다.

5.   YJ-1의 물질 분리, 정제와 항MRSA 활성 및 항균활성 

측정

YJ-1 균주가 생산하는 항MRSA 물질을 분리, 정제하기 

위한 실험은 다음과 같다. 상기의 ethyl acetate 조추출액을  

hexane (Duksan, Korea)과 80% MeOH로 이층 분배하

고 감압 농축하여 상기의 조건으로 배양한 MRSA KCCM 
40511에 대하여 항균활성 테스트 (NCCLS, 2009)를 행하였

다. 활성을 나타낸 80% MeOH층을 C18 ODS open column 

(DAISO, Japan)으로 분획하였다. 용매로는 D.W., 20% 
MeOH부터 100% MeOH까지, dichloromethane을 사용하

였다. 용출된 fraction들을 감압 농축하여 항MRSA 활성을 

보인 80% MeOH층을 silica gel chromatography (Silica 60, 
Merck, Germany)를 이용하여 다시 분획하였다. 용매로는 

hexane과 ethyl acetate를 8 : 2, 6 : 4, 4 : 8, 8 : 2로 혼합한 것,  
ethyl acetate, MeOH, dichloromethane을 사용하였다. 항
MRSA에 활성이 높게 나타난 100% MeOH fraction을 

reverse phase HPLC (YMC ODS-A column, 10 × 250 mm; 
60~100% MeOH flow rate, 1.5 mL min-1)로 분리, 정제하여 

순수한 항MRSA 물질 MR1, MR2, MR3를 얻었다.
이상의 추출, 정제 방법으로 얻은 최종 순수물질 MR1, 

MR2, MR3의 활성 측정법은 다음과 같다. 먼저 항MRSA 활
성 측정을 위해 MRSA 표준 균주인 MRSA KCCM 40511 균
주를 포함하여 MRSA 임상 분리 균주들 (DA 3, 9 11, 12, 16, 
18)을 최적 조건으로 배양한 후, nutrient agar 배지에 100 

μL를 도말배양하고 MR1, MR2, MR3 물질을 각각 5 μg부

터 2-fold dilution하여 disk에 접종하여 저해환의 크기를 측

정하였다. 또한 그 외 KCTC에서 분양받은 5종의 그람 양성 

및 그람 음성의 병원성 세균들에 대한 항균활성도 상기의 

방법으로 동일하게 비교 측정하였다. 이때 MR1, MR2, MR3 
물질의 농도는 0.31 μg disk-1로 통일하여 항균활성을 비교하

였다.

6.   시판 항생제와의 첨가 시간별 항MRSA 활성 비교 

측정

MR1 물질의 첨가 시간별, 농도별 항MRSA 활성을 시판중

인 β-lactam계 항생제와 비교 실험하였다. 먼저 24 well plate
에 최적 조건 (25℃)으로 배양한 MRSA KCCM 40511 균주 

배양액을 넣고, 신선한 PPES-II 액체배지를 첨가하여 균주

의 최종 농도가 5.0 × 106 cells mL-1가 되도록 하였다. 이후 

MR1 물질을 1 mg mL-1가 되도록 첨가하여 2-fold dilution
으로 48시간 배양하며 살아있는 MRSA KCCM 40511 균
주의 생균수를 측정하여 항MRSA 활성을 측정하였다. 이때 

positive control로 동량의 β-lactam계 항생제인 ampicillin 

(Merck, Germany)과 glycopeptide계 항생제인 vancomycin 

(Merck, Germany)을, negative control로 동량의 MeOH 

(Duksan, Korea)를 첨가하였다. 또한 각각의 항생물질은 배

양 3시간, 18시간, 27시간에 각각 첨가하여 배양하면서 각 

항생물질의 첨가 시간별 활성을 3시간 간격으로 5회 반복 

실험을 통하여 결과를 산출하였다.

7.   MR1과 vancomycin의 병용 시 첨가 시간별 synergy 
효과 측정

MR1 물질과 vancomycin의 synergy 효과를 알아보기 위

하여, 상기와 같은 방법으로 실험하였다. 최종 농도가 250 

μg mL-1가 되도록 동량의 MR1 물질과 vancomycin을 함

께 첨가하여 배양하면서 MRSA KCCM 40511 균주의 배양 

시간별 생균수를 측정하였다. 2가지 항생물질의 병용 처리 

시, 첨가 시기도 상기의 실험과 비교하기 위하여 3시간, 18
시간, 27시간으로 하였으며, 이때 negative control로 동량의 

MeOH를 첨가하였고 5회 반복 실험을 통하여 결과를 산출

하였다.

결과 및 고찰

1. 항MRSA 활성 균주 YJ-1의 분리 및 동정

울진 연안 해역의 해수로부터 서로 다른 colony색과 형태

를 가진 92개의 해양미생물 균주를 분리하였으며, 그 각각
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의 colony를 PPES-II 평판배지에서 순수 분리하여 MRSA 
KCCM 40511에 대한 항MRSA 활성을 조사하였다. 총 4종

의 균주가 항MRSA 활성을 보였으며, 그중 가장 강력한 활

성을 나타낸 균주를 YJ-1이라 명명하였다. YJ-1 균주를 API 
20NE와 API 50CH kit 및 MacFaddin의 방법에 따라 실험한 

결과, 본 균주의 형태적, 생리 및 생화학적 특성은 다음과 같

다. YJ-1 균주는 그람 음성 간균으로 운동성이 있고 포자를 

형성하지 않았다. 또한 oxidase, catalase 양성이었고, indole 
생성능은 음성으로 나타났고, urease와 Dnase 활성은 없었으

나 gelatin 액화능은 있었다 (Table 1). 더욱이 YJ-1 균주의 최

적 성장 조건을 조사하기 위하여 온도, pH, NaCl을 농도별

로 실험한 결과, 최적 성장 온도는 25℃였으며, 40℃ 이상

에서는 성장하지 못하였고, 최적 pH는 7.0으로 나타났다. 또
한 최적 염농도는 1% NaCl 농도에서 가장 높게 나타났지만, 
0% NaCl 농도에서와 큰 차이는 없었다 (Table 1). 이상의 결

과들을 apiwebTM database에 입력하여 1차적으로 속 레벨까

지 동정한 결과 Pseudomonas속으로 판명되었다. 이후 보다 

정확한 동정을 위하여 16S rRNA gene을 이용하여 염기서열

을 분석하고, 계통분류학적 유연관계를 조사한 결과, YJ-1 균
주의 16S rRNA gene은 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588T 
균주의 16S rDNA와 99.2%의 상동성을 나타내었다 (Fig. 1). 
이상의 결과 본 균주는 Pseudomonas sp. YJ-1으로 명명하고 

이후의 실험을 진행하였다.

2. 조추출액의 열과 pH에 대한 안정성

Pseudomonas sp. YJ-1이 생산하는 물질의 열 안정성을 

조사한 결과를 Fig. 2A에 나타내었다. YJ-1 균주의 ethyl 
acetate 조추출액은 4℃에서 가장 안정하였으며 60℃까지 

활성의 차이가 거의 없었다. 또한 80℃와 100℃에서도 상대 

활성이 80%로 나타나 비교적 안정한 결과를 나타내었다. 따
라서 본 균주가 생산하는 항MRSA 물질은 열에 안정한 내

열성 물질로 판단된다. 또한 본 균주가 생산하는 항MRSA 
물질의 pH 안정성을 조사한 결과는 Fig. 2B에 나타내었다. 
pH 7.0에서 가장 활성이 높게 나타났으며, pH 6.0과 8.0에서 

93% 이상의 상대 활성을 나타내었고, pH 9.0에서도 79%의 

상대 활성을 보여 알칼리에도 비교적 안정한 물질로 판단된

다. 또한 pH 5.0 이하에서는 점점 상대 활성이 떨어지지만 

pH 2.0에서도 55%의 상대 활성을 보여, Pseudomonas sp. 
YJ-1이 생산하는 항MRSA 물질은 강산에도 견디는 내산성 

물질을 포함하고 있는 것으로 판단된다. 이상의 결과로 YJ-1 
균주의 ethyl acetate 조추출액에는 1가지 이상의 활성 물질

이 존재하며, 그중 어떤 물질은 강산과 강알칼리에도 비교적 

안정한 물질로 추정된다.

3. YJ-1 균주의 항MRSA 물질의 분리, 정제

YJ-1 균주를 각 2 L의 삼각 플라스크에서 25℃, 100 rpm
으로 교반하며 7일간 배양하여 총 37 L를 배양하였다. 이 

Table 1. Morphological, physiological, and biochemical characteristics of a YJ-1 isolate selected from API 20NE, API 50CH, and other tests

Tests Results Tests Results

Cell shape rod Assimilation of: +
Color creamy-yellow on PPES-II agar N-Acetyl-glucosamine +
Gram staining Negative Citrate +
Motility motile Caprate +

Spore non-spore forming Malate +
Oxidase test (cytochrome oxidase) + Adipate -
Catalase test + D-Xylose +

pH optimum 7.0 D-Trehalose +
Temperature optimum (℃) 25 Phenylacetate -

Growth at 4℃-37℃ + Gluconate +
Growth at 40℃ - Glucose +

Indole production - Maltose -
Reduction of nitrates to nitrites - Mannitol +
Acidification during glucose fermentation - Mannose +
Arginine dihydrolase + L-Arabinose +
Urease -
DNase -
Presence of β-glucosidase (esculin hydrolysis) -
Presence of β-galactosidase -
Tween 80 hydrolysis +
Gelatin hydrolysis (protease) +

+ , Positive result or growth; - , Negative result or no growth. Values in parentheses were read after 48 hr.
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배양액을 ethyl acetate와 1 : 1 혼합한 후, 3회 반복 추출하

여 ethyl acetate층을 회수하였다. 회수한 층을 evaporator 

(Eyela, Japan)로 감압 농축하여 2.665 g의 조추출물을 얻었

다 (Fig. 3). 조추출물을 hexane과 80% MeOH로 이층 분배

하여 지질층을 제거하였다. 항MRSA 활성을 나타낸 80% 
MeOH층 (1.547 g)을 가지고 C18 ODS open column을 행하여  

총 7개의 분획을 얻었다. 각 분획을 감압 농축하고 항MRSA 
활성을 테스트 후, 활성을 나타낸 80% MeOH층 (0.082 g)을 

silica gel column chromatography를 행하여 총 7개의 분획

을 얻었다. 가장 활성이 높게 나온 100% MeOH층 (59 mg)
을 reverse phase HPLC로 분리, 정제하여 3개의 순수 물질, 
MR1 (4 mg), MR2 (33 mg), MR3 (4 mg)를 최종적으로 얻었

다 (Fig. 3).

4. 최종 정제 순수물질의 항MRSA 활성 및 항균활성

YJ-1 균주 배양액을 각종 유기용매, C18 ODS column, 

Fig. 1.   A phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences of Pseudomonas sp. YJ-1 and closely related members of the genus Pseudomo-
nas. The numbers at the nodes are the levels of bootstrap support based on a neighbour-joining analyses of 1,000 replications.

Fig. 2.   The thermal (A) and pH stability (B) of the ethyl acetate extract of Pseudomonas sp. YJ-1. For the thermal stability test, the ethyl 
acetate extract was incubated at an indicated temperature for 24 hr. For the pH stability, the ethyl acetate extract was suspended in 50 

mM sodium acetate buffer for the range of pH 2.0 to 5.0 and 50 mM sodium phosphate buffer for pH 6.0 to 10.0, and then kept in each 
buffer for 24 hr. After treatment, the anti-MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) activity was estimated. All assays were 
done in five times.
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silica gel chromatography, reverse-phase HPLC를 이용하여 

추출, 정제하여 얻은 최종 순수물질 MR1, MR2, MR3의 항

MRSA 활성과 항균활성을 측정한 결과는 다음과 같다 (Fig. 
4와 5, Table 2와 3). MRSA 표준 균주인 MRSA KCCM 
40511 균주를 nutrient agar 배지에 100 μL를 도말배양하고 

MR1, MR2, MR3 물질을 각각 5 μg부터 2-fold dilution하여  

disk에 접종한 결과, 5 μg disk-1 농도에서 MR1 물질은 16 

mm의 억제환을 MR2 물질은 24 mm의 억제환을 형성하였

고, MR3 물질은 MIC (Minimum inhibitory concentration) 
정도의 활성을 각각 나타내었다. 이때 positive control로 동

량의 vancomycin을 첨가하여 활성을 비교 측정하였는데, 
MR2 물질은 vancomycin과 거의 비슷한 활성을 보여주었다 

(Fig. 4와 5, Table 2).
또한 MRSA 임상 분리 균주에 대한 항MRSA 활성과 그 

외 그람 양성, 그람 음성의 병원성 세균들에 대한 항균활성

을 측정한 결과는 Table 3과 같다. 이때 MR1, MR2, MR3 물
질의 농도는 0.31 μg disk-1로 통일하여 항균활성을 비교하

였다. 그 결과 실험 균주에 따라 활성은 조금씩 차이가 났지

만, MR1 물질의 경우 MRSA 임상 분리 균주 DA 9, DA 12
와 DA 18 균주 및 Legionella birminghamensis KCTC 2007 
균주에 대해서 비교적 높은 항균활성을 나타내었다. MR2 물
질의 경우 DA 11과 DA 18 균주에 대해서 항MRSA 활성을 

나타내었고, 특히 그람 음성인 Bacillus subtilis KCTC 1028 
균주에 대해서 14 mm의 가장 높은 저해환을 형성하였다. 그
러나 그 외의 균주에 대해서는 항균활성을 보이지 않거나, 
MIC (minimum inhibitory concentration) 정도의 낮은 활성

을 보여주었다. 이와는 달리 MR3 물질은 0.31 μg disk-1의 

농도에서는 실험한 모든 균주에 대해서 거의 활성을 나타내

지 못 하였다 (Table 3). 또한 이상의 결과를 Table 2의 실험

결과와 비교해 볼 때, MR1과 MR2 물질은 농도에 비례하여 

활성이 증가하였으나, MR3 물질은 5 μg disk-1 농도에서도 

활성이 없거나 MIC 정도의 약한 활성을 나타내었다. 또한 

Fig. 3. Purification steps and yields of Pseudomonas sp. YJ-1.

Table 2.   The anti-MRSA activity of each pure compounds against 
the MRSA KCCM 40511. The MR1, MR2, and MR3 
compounds were purified by a reverse-phase HPLC

Concentration (μg disk-1)

0.31 0.63 1.25 2.5 5

Inhibition zone diameter (mm)1

MR1
MR2
MR3

9
8
- 2

10
13
-

12
15
-

13
18
-

16
24

MIC3

1Disk diameter (6.0 mm) was included.
2- : No inhibitory zone was formed.
3Minimum inhibitory concentration.
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MR1과 MR2 물질은 기존의 상용 항생제들과 마찬가지로 

gram negative 균주보다 gram positive 균주에 대해 더 높은 

항균활성을 나타내었다 (Table 3). 즉, MR1과 MR2 물질은 

β-lactam계 항생제와 마찬가지로 peptidoglycan층을 파괴하

여 gram positive 균주에 활성이 높은 것으로 판단되었다. 이
상의 결과 MR1과 MR2 물질의 활성이 높은 것으로 판단됨

에 따라, 보다 넓은 항균 스펙트럼을 보인 MR1 물질을 선택

하여 후속 실험을 진행하였다.

5. 시판 항생제와의 첨가 시간별 항MRSA 활성 비교

표준 균주인 MRSA KCCM 40511 균주의 증식에 따른 

MR1 물질과 vancomycin 및 ampicillin의 첨가 시간별 항

MRSA 활성을 비교 측정한 결과는 Fig. 6과 같다. 먼저 각 

항생물질을 250 μg mL-1의 농도로 첨가하였을 때의 결과

를 살펴보면, MR1을 배양 3시간에 첨가하였을 때 9시간 만

에 cell수의 급격한 저하를 나타내었으며, MRSA 치료제제

로 사용되는 vancomycin보다 우수한 활성을 보여주었다. 
MR1을 배양 18시간과 27시간에 첨가하였을 때는 12시간 

후에 급격한 cell 수의 감소를 일으켰으며, 48시간 이내에 거

의 모든 MRSA KCCM 40511 균주를 사멸시켰다. 이 경우 

MR1은 vancomycin과 거의 비슷한 수준의 활성을 나타내

었다. 또한 MRSA KCCM 40511 균주는 negative control인 

Fig. 4.   Anti-MRSA activity of MR1 compound against MRSA KCCM 40511. MR1 compound was purified by a reverse-phase HPLC. (A) 
1, MR1 5 μg disk-1; 2, MR1 2.5 μg disk-1; 3, MR1 1.25 μg disk-1; 4, MR1 0.63 μg disk-1; 5, MR1 0.31 μg disk-1. (B) Negative control: 
100% MeOH.

A B

Fig. 5.   Anti-MRSA activity of the MR2 compound against MRSA KCCM 40511. MR2 compound was purified by a reverse-phase HPLC. (A) 
1, MR2 5 μg disk-1; 2, MR2 2.5 μg disk-1; 3, MR2 1.25 μg disk-1; 4, MR2 0.63 μg disk-1; 5, MR2 0.31 μg disk-1. (B) Positive control: 
vancomycin of equal concentration.
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MeOH에 의한 항균활성은 보이지 않았으며, ampicillin에 대

해서는 약한 항균활성을 보였다. 이것은 ampicillin의 농도

가 낮아서 나타나는 현상으로 판단된다 (Fig. 6). MR1과 각 

항생물질들을 500 μg mL-1와 1,000 μg mL-1의 고농도로 첨

가하였을 때의 실험 결과, 3가지 항생물질 모두 3시간 이내

에 MRSA KCCM 40511 균주의 증식을 억제하는 것으로 나

타났으며, 더욱이 MR1의 첨가량과 반응시간에 비례하여 항

MRSA 활성이 증가하였다 (자료 미제시). 이상의 결과 MR1 

물질은 ampicillin보다 월등히 우수한 항균활성을 보였으며, 
vancomycin과 비슷하거나 보다 우수한 항균활성을 보이는 

것으로 판단된다.

6.   MR1과 vancomycin의 병용 시 첨가 시간별 synergy 
효과

MRSA KCCM 40511 균주의 증식에 따른 MR1 물질과 

vancomycin의 병용 처리 시 (최종 농도 250 μg mL-1), 항

Table 3.   Anti-MRSA activity against various MRSA strains and antibacterial activity against various pathogenic bacteria. The MR1, MR2, 
and MR3 compounds were purified by a reverse-phase HPLC

Test bacteria Concentration (μg disk-1)
MR1 MR2 MR3

Inhibition zone diameter (mm)1

Gram positive
DA2 3 0.31 7 MIC3 MIC
DA 9 0.31 10 - 4 -
DA 11 0.31 MIC 9 -
DA 12 0.31 10 - -
DA 16 0.31 MIC - -
DA 18 0.31 9 8 -
Bacillus subtilis KCTC5 1028 0.31 7 14 -

Gram negative
Klebsiella pneumoniae KCTC 2001 0.31 - MIC -
Legionella birminghamensis KCTC 2007 0.31 10 MIC -
Aeromonas hydrophila KCTC 2358 0.31 - - -
Shigella flexneri KCTC 2008 0.31 - - -

1Disk diameter (6.0 mm) was included.
2DA : MRSA strains were isolated in Medical Hospital of Dong-A University.
3Minimum inhibitory concentration.
4- : No inhibitory zone was formed.
5Korean Collection for Type Cultures.

Fig. 6.   Comparison of the Anti-MRSA activity of the MR1 compound, vancomycin, and ampicillin against MRSA KCCM 40511 by the in-
oculation time. -▒-, MR1 250 μg mL-1; -▲-, vancomycin 250 μg mL-1; -×-, ampicillin 250 μg mL-1; -◆-, MRSA KCCM 40511; -●-, 
100% MeOH.
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MRSA synergy 효과를 측정한 결과는 Fig. 7과 같다. 먼저 

배양 3시간에 병용 첨가 시, 3시간부터 cell수의 급격한 감

소가 나타나기 시작하여 첨가 24시간 후에 생균수가 zero에 

가까워져 단독처리 시 보다 우수한 활성을 보여주었다. 또
한 배양 18시간에 병용 첨가 시, 바로 효과가 발생하지는 않

았지만 첨가 9시간 후에 효과가 나타나기 시작하여 첨가 27
시간 후에 2.0 × 103 cells mL-1로 감소하였다. 배양 27시간

에 병용 첨가 시에는 바로 cell수의 감소가 나타나기 시작하

여, 첨가 21시간 후에 생균수가 zero에 가까워졌다. 배양 18
시간 후에 병용 처리하였을 때 항MRSA 활성이 조금 느리

고 낮게 나타나는 것은, 실험 시 신선한 PPES-II 배지를 넣

어주어서 MRSA KCCM 40511 균주의 생존력이 조금 증가

한 결과로 판단된다. 이상의 결과를 Fig. 6의 결과와 비교해

보면, MR1과 vancomycin을 각각 단독처리 했을 때보다 병

용 처리 시, 첨가 시간에 상관없이 모두 항MRSA 활성 증가 

현상이 나타났음을 알 수가 있었다. 즉 본 연구에서 순수 분

리한 항생물질인 MR1은 vancomycin과 함께 처리했을 때, 
항MRSA 활성이 증가하는 synergy 효과를 보여 주었다.

순수 분리한 항생물질과 기존 항생물질과의 조합에 의한 

synergy 효과는 항생물질 개발의 중요한 연구대상이 되어왔

다 (Shiota et al. 2004). Kim et al. (2009)은 20-hydroxyecdy-
sone을 ampicillin과 gentamicin에 각각 첨가하였을 때, 항
MRSA 활성이 각각 4.00 μg mL-1와 0.031 μg mL-1까지 증가 

하였다고 보고하였다. 또한 최근 Cha et al. (2014)은 단삼에

서 분리한 cryptotanshinone과 항생제 병용 처리 시의 MRSA 
에 대한 synergy 효과를 조사한 결과, ampicillin, oxicillin, 

vancomycin의 각각의 단독처리보다 병용 처리 시 항균활성

의 synergy 효과가 매우 높아짐을 보고 하였다.
향후 본 연구에서 순수 분리한 항생물질인 MR1, MR2 및 

MR3의 조합에 의한 항MRSA synergy 효과 및 기타 잘 알려

진 기존 항생물질과의 조합에 의한 synergy 효과를 조사한다

면 새로운 항생물질 개발의 기초자료로서 활용가치가 높을 

것으로 판단된다. 또한 MR1과 MR2 물질이 기타 감염성의 

병원성 세균에 미치는 영향에 대해서도 면밀히 연구할 가치

가 높다고 판단된다.

적     요

본 연구의 목적은 항 methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) 활성을 가지는 해양미생물을 분리, 동정하

고 항MRSA 물질을 분리 정제하여 그 물질의 활성과 시너

지 효과를 밝히는 것이다. 본 연구에서 분리한 해양미생물 

중에서, YJ-1 분리 균주가 가장 강한 항MRSA 활성을 나타

내었다. YJ-1 균주는 생화학적 특성과 16S rRNA 유전자 염

기서열에 기초하여 분류 동정되었다. YJ-1 균주의 염기서

열은 Pseudomonas stutzeri와 99.2%의 상동성을 나타내어, 
Pseudomonas sp. YJ-1이라 명명하였다. 이 균주의 최적 성

장조건은 25℃와 초기 pH 농도 7.0이었다. 항MRSA 물질들

을 분리정제하기 위하여 YJ-1 균주를 PPES-II 배지에 배양하 

였으며, 배양 상등액을 ethyl acetate, hexane과 80% MeOH
로 순차적으로 추출하였다. 활성을 보인 80% MeOH 분획을 

Fig. 7.   Synergistic effect of a MR1 compound and vancomycin against MRSA KCCM 40511 by the inoculation time. -▒-, MR1 and vanco-
mycin 250 μg mL-1; -◆-, MRSA KCCM 40511; -▲-, 100% MeOH.
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C18 ODS 칼럼 크로마토그래피, silica gel 크로마토그래피와 

역상 HPLC법으로 순차적으로 정제하여 항MRSA 활성을 

가지는 3개의 순수물질 MR1, MR2 및 MR3를 얻었다. 250 

μg mL-1 농도의 MR1 물질을 MRSA 세포에 접종했을 때, 
MRSA 세포의 95%가 48시간 이내에 사멸하였다. 활성을 

vancomycin 및 ampicillin과 비교해 보아도, MR1 물질은 보

다 우수한 항MRSA 활성을 나타내었다. 또한 항MRSA 활성

은 투여량과 시간에 비례하여 증가하였다. 더욱이 MR1 물질

과 vancomycin을 조합하여 시너지 효과를 보았을 때, MR1 
물질을 단독으로 투여했을 때보다 신속한 MRSA 세포의 감

소를 관찰할 수 있었다. 이상의 결과를 종합해보면, MRSA 
감염에 있어서 Pseudomonas sp. YJ-1과 이것이 생산하는  

항MRSA 물질은 천연 항균제로서 기여할 수 있으리라 판단 

된다.
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