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서 론

해조류는 해양 생태계의 일차 생산자로서 물질 순환의 중

심이 되며 여러 해양 생물에게 서식지와 산란장을 제공한

다[1, 2]. 이러한 해조류에는 탄닌류(tannins), 카테킨류

(catechins), 페놀류(phenol) 등의 기능성 물질이 함유되어 있

어 항균, 항산화, 항염증, 항암과 같은 생리활성능을 나타내

며, 항비만, 항치매 효과를 비롯한 혈중 콜레스테롤 저하, 수

면 개선 등의 다양한 기능이 밝혀짐에 따라 식용뿐만 아니

라 화장품 및 기능성 식품, 천연물 신약 개발의 원료로 주목

받고 있다[3−5].

해양 미생물은 다양한 해양 환경에서 서식하고 있으며 그

중 해조류는 해양 미생물의 주요 서식지가 된다. 해조류와

해조류 표면의 미생물은 상호작용 하여 외부 환경으로부터

서로를 보호하며 영양소의 공급과 성장, 발달 및 번식에 긍

정적인 효과를 미치는 것으로 알려져 있다[6−8]. 

해양 미생물은 고염분, 고압 등과 같은 특이한 해양환경에

노출되어 있어 육상 미생물과는 다른 대사계 혹은 생체 방

어계를 가지고 있으며, 해양 미생물에 의해 생성된 대사 산

물은 다양한 생리활성을 나타내고 있다[9, 10]. 해양 미생물

로부터 분리되어 주목받는 생리활성 물질로는 marinostatin,

aplasmomycin, marinactam, istamycin, biopolymer, glycine

betaine 등이 있으며, 이러한 물질은 항균, 항암, 항바이러스

효과가 있는 것으로 알려져 있다. 이처럼 해양 미생물은 다
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양한 생리활성을 나타내며 화장품, 식품, 제약 등 여러 산업

분야에서의 적용이 확대될 것이라 기대된다[11−13].

초록갈파래는(Umbraulva japonica)는 갈파래과(Ulvaceae)

에 속하는 녹조류로 조하대의 수심 10−20 m에서 서식하며,

한국과 일본, 중국 등 북태평양 서안 등지에 분포한다. 초록

갈파래는 식용 해조류로 분류되지만 많이 활용되지 않고 있

다. 최근 초록갈파래가 일본 해양지역에서 광범위한 성장으

로 엄청난 생산량을 보였지만, 활용이 어려워 악취와 경관

훼손 등의 문제 원인이 되었다. 이를 해결하기 위해 일본에

서는 초록갈파래를 이용하여 불소 또는 중금속 이온 제거를

위한 흡착겔로서의 활용 가능성에 대하여 연구를 진행하였

고[14, 15] 국내에서는 탈모 방지 예방 및 발모 촉진 대한 연

구가 이루어졌다[16]. 이러한 노력에도 불구하고 전 세계적

으로 초록갈파래와 초록갈파래에 서식하는 미생물에 대한

연구가 부족한 실정이다. 따라서 다양한 분야에서 해조류를

더욱 효율적으로 이용하기 위해서는 해조류와 밀접한 관계

를 가지는 해양 미생물의 연구 또한 중요하다고 할 수 있다. 

본 연구에서는 초록갈파래로부터 세균을 분리·배양하여 세

균 군집을 파악하고, 어류 질병 및 인체 유해 세균에 대한 항

균 활성을 확인함으로써 분리된 미생물의 활용 가능성을 확

인하고자 한다. 

재료 및 방법

시료채집 및 세균의 분리∙배양

본 연구에서 사용된 초록갈파래(Umbraulva japonica)는

제주도 비양도 바다에서 채집하였으며, 멸균된 지퍼백에 담

아 4℃에 보관 ·운반하였다. 채집한 초록갈파래는 멸균된 인

공 해수로 세척한 뒤 잘게 잘라 멸균된 0.85% 생리식염수에

넣어 균질화 시켰다. 균질화된 시료는 연속 단계 희석법으로

10-1−10-5배로 희석한 후 Marine Agar (MA, Difco., USA)와

MA를 10배 희석한 1/10 MA, R2A Agar (Difco., USA)에 도

말 한 후 25℃에서 배양하였다. 7일 후 각 배지에서 형태학

적 특징에 따라 colony를 선별하여, 각각의 배지에 2−3회 계

대 배양하여 순수 분리하였다. 순수 분리된 균주는 20% (v/v)

glycerol에 현탁한 후 −80℃에 동결 보관하여 실험에 사용하

였다. 

DNA 분리 및 16s rRNA 염기서열 분석

분리한 균주의 DNA를 추출하기 위하여 2.5% Chelex

(Chelex® 100 Molecular Biology Grade Resin, BIO-RAD,

USA)를 사용하였다. 균주를 2.5% Chelex에 접종하고 95℃

boiling 방법으로 genomic DNA를 추출한 뒤 4℃에 보관하

여 실험에 사용하였다. 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위하

여 27 Forward (5'-AGAGTTGATCCTGGCTCAG-3') primer와

1522 Reverse (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') primer

를 사용하였다. AccuPowerTM PCR Premix (Bioneer, USA)

에 DNA 1 µl를 첨가한 후 최종 부피 25 µl로 맞추어 PCR

을 수행하였다. PCR 조건은 95℃에서 초기 변성 단계

(Initial denaturation) 5분 반응을 시킨 후 94℃ 변성단계

(Denaturation) 1분, 55o에서 결합단계(Annealing) 1분,

72℃에서 합성단계(Extention) 1분 반응을 30 cycle 반복 진

행하였고 75℃에서 최종 합성단계(Final extention) 10분으

로 실시하였다. 증폭된 PCR 산물은 1% agarose에서 전기 영

동(Sub-Cell® Agarose Gel Electrophoresis System, Bio-

rad)을 하여 밴드를 확인하였다.

증폭이 확인된 16S rDNA 유전자는 솔젠트(Daejeon,

Korea)에 의뢰하여 분석하였다. 분석한 염기서열은 NCBI

(National Center for Biotechnology Information) 및

EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/)에서 유사한 염기

서열을 비교하였고 가장 근 연속이나 종으로 나타나는 서열

을 확인하였다. 본 연구에서 결정된 염기서열과 NCBI 및

EzBioCloud에서 확인된 표준 미생물 염기서열은 Clustal X

program [17]으로 multiple alignment를 수행하였고, Mega

6.0 software [18]를 이용하여 neighbor-joining과 Jukes-

Cantor model, Pairwise deletion 방법을 사용하여 계통수를

작성하였다. 계통수의 신뢰성 조사는 1,000회 replication을

적용한 bootstrap 분석으로 진행하였다[19].

Table 1. List of the strains of fish pathogenic and Human clinical bacteria.

Strain Strain no Growth conditions

Fish pathogenic
 bacteria

Edwardsiella tarda KCTC 12267 1.5% BHIA, 25℃
Streptococcus iniae KCTC 3657 1.5% BHIA, 25℃
Streptococcus parauberis KCTC 3651 1.5% BHIA, 25℃
Vibrio harveyi KCTC 12724 MA, 24℃

Human clinical
 bacteria

Escherichia coli KCTC 1682 TSA, 37℃
Streptococcus mutans KCCM 40105 BHIA, 37℃
Vibrio vulnificus KCCM 41665 1% TSA, 30℃
Listeria monocytogenes KCCM 40307 1.5% BHIA, 37℃
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항균 활성 균주의 선별

순수 분리된 균주를 대상으로 인체유해세균과 어류질병세

균에 대한 항균 활성 실험을 수행하였다. 항균 활성 효과는

paper disc method [20]를 이용하였으며 실험에 사용된 각

병원균들은 한국생물자원센터(Korea Collection for Type

Culture, KCTC)와 한국미생물보존센터(Korea Culture

Center of Microorganisms, KCCM)로부터 분양받았다

(Table 1).

분양받은 병원균은 각각의 최적배지에서 배양하였으며, 배

양된 병원균은 생리식염수로 희석하여 McFarland No. 0.5

농도로 제조하였다. 멸균된 면봉을 사용하여 희석한 병원균

을 Mueller Hinton Agar (MHA, Difco., USA)에 도말하였

다. 순수 분리한 세균은 Marine Broth (MB, Difco., USA),

1/10 Marine Broth와 R2A Broth (Difco., USA)에 배양한

후 배양액을 10분동안 원심분리(14,240 ×g) 하여 상층액과

균체를 획득하였다. 상층액과 균체를 각각 8 mm paper disc

에 100 µl씩 분주한 뒤 25℃ 배양기에서 건조하였다. 건조

된 paper disc를 병원균이 도말된 MHA 배지에 올려놓고 적

정온도에서 48시간 배양한 후 paper disc 주변에 형성된 생

육저해환을 측정하였다.

결과 및 고찰

염기서열 분석 및 계통학적 분석

해조류에서 분리한 세균의 16S rRNA 유전자 염기서열은

NCBI 및 EzBioClod를 이용하여 분석하고 계통수를 작성하

였다(Fig. 1).

초록갈파래(U. japonica)에서 분리한 79개의 균주는 31속

46종으로 동정되었다. Proteobacteria 문(Phylum)은 기존에

보고된 염기서열과 97.39−100%의 상동성을 나타내었다.

Proteobacteria 문(Phylum)에 속한 Acinetobacter 98.81%,

Altererythrobacter 98.37−98.53%, Brevundimonas 99.04−

99.41%, Comamonas 97.50%, Enhydrobacter 98.81−

99.02%, Erythrobacter 97.39−98.95%, Loktanella 98.97%,

Neisseria 100%, Novoshingobium 98.68%, Pantoea 99.27%,

Paracoccus 99.04%, Pseudoaltermonas 99.71−99.72%,

Pseudomonas 99.23−99.93%, Psychrobacter 99.30−99.93%,

Ruegeria 98.23−99.04%, Shewanella 98.02−98.09%,

Sphingobium 99.49−99.71%, Sphingorhabdus 98.84%,

Sulfitobacter 98.82−99.33%, Vibrio 98.34−100%의 상동성

을 보여주었다.

Firmicutes 문(Phylum)에 속한 Bacillus는 기존의 염기서

열과 98.48−99.10%의 상동성을 보여주었으며, Actinobacteria

문(Phylum)에 속하는 Microbacterium와 Citricoccus은 각각

98.57%, 98.31%의 유사성을 나타내었다. 그리고 Bacteroidetes

Fig. 1. Phylogenetic tree analysis of 16s rRNA gene sequences
of bacteria isolated from Umbraulva japonica and some
other related taxa. Numbers above branches indicate boostrap
values of neighbor-joining analysis (>50%) from 1,000 replica-
tion. Bar 0.05 nucleotide substitution per nucleotide position. 
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문(Phylum)은 기존 염기서열과 97.07−99.65%의 상동성을

나타내었는데, Aquimarina 98.64−99.65%, Cellulophage

99.08%, Chryseobacterium 98.70%, Croceitalea 98.72%,

Dokdonia 98.97−99.50%, Flavobacterium 98.21−98.65%,

Nonlabens 97.01%, Algoriphagus 99.22%의 유사성을 보여

주었다. Proteobacteria 문(Phylum)에 속하는 UJM28은

Erythrobacter longus DSM6997T와 97.39%, UJR4는

Comamonas jiangduensis YW1T와 97.50%, Bacteroidetes

문에 속하는 UJT9는 Nolabense arenilitoris M-M3T와

97.09%의 낮은 상동성을 나타내었다. 이와 같이 16S rRNA

유전자 염기서열 분석 결과를 비교한 결과 79균주 중 3균주

가 표준 균주의 유전자 염기서열과 97% 이하의 상동성을 보

여 신속 또는 신종으로 보고될 가능성이 있다고 여겨지며,

향후 표준균주들과 함께 추가적인 신종 실험이 수행되어야

할 것으로 사료된다.

16S rRNA 유전자 염기서열로부터 세균 군집 다양성을 분

석하였다. 그 결과, 초록갈파래의 세균군집구조는 Proteo-

bacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes의 4개

의 문(Phylum), 7개의 강(Class), 12개의 목(Order), 17개의

과(Family), 31개의 속(Genus)으로 구성되었다(Table 2). 그

중 Proteobacteria 문의 Alpha-proteobacteria 강은 3개의

목, 4개의 과, 10개의 속이, Gamma-proteobacteria 강에서

는 4개의 목, 6개의 과, 8개의 속 등 다양한 분류군이 나타

났다.

Table 2. Bacterial diversity associated with Umbraulva japonica.

Phylum Class Order Family Genus No.
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Microbacterium 1

Micrococcineae Citricoccus 1
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aquimarina 4

Cellulophage 1
Chryseobacterium 1
Croceitalea 1
Dokdonia 3
Flavobacterium 4
Nonlabens 1

Cytophagis Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus 1
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 2
Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas 2

Rhodobacterales Rhodobacteraceae Loktanella 1
Paracoccus 1
Ruegeria 3
Sulfitobacter 4

Sphingomonadales Erythrobacteraceae Altererythrobacter 7
Erythrobacter 2

Sphingomonadaceae Novosphingobium 1
Sphingobium 3
Sphingorhabdus 1

Betaproteobacteria Bukholderiales Comamonadaceae Comamonas 1
Neisseriales Neisseriaceae Neisseria 1

Gammaproteobacteria Altermonadales Pseudoaltermonadaceae Pseudoaltermonas 3
Shewanellaceae Shewanella 2

Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea 1
Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 1

Enhydrobacter 4
Psychrobacter 5

Pseudomonadaceae Pseudomonas 11
Vibrionales Vibrionaceae Vibrio 5
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분리된 균주의 속은 Pseudomonas 13.92%, Altererythrobacter

8.86%, Psychrobacter와 Vivrio 각각 6.33%, Aquimarine,

Flavobacterium, Sulfitobacter, Enhydrobacter 5.06%,

Dokdonia, Ruegeria, Sphingobium, Pseudoaltermonas 각

각 3.80%, Bacillus, Brevundimonas, Erythrobacter,

Shewanella 2.53%, 그 외 Microbacterium, Citriccoccus,

Cellulophage, Chryseobacterium, Croceitalea, Nolabense,

Algoriphagus, Loktanella, Paracoccus, Novosphingobium,

Comamonas, Neisseria, Pantoea, Acinetobacter 각각 1.27%로

나타났다.

Proteobacteria 분류군에서는 Gamma-proteobacteria 40.51%,

Alpha-proteobacteria 31.65%, Beta-proteobacteria 2.53%

로 나타났으며 Bacteroidetes 분류군은 20.25%로 나타났다

(Fig. 2). 이는 해양생태계에서 일반적으로 Proteobacteria

(Alpha-proteobacteria, Gamma-proteobacteria) 문과

Bacteroidetes 문이 우점으로 서식한다는 결과와 일치한다

[21, 22]. 하지만 수심 200 m 이내의 해역에서는 대체적으로

Alpha-proteobacteria (50%)가 Gamma-proteobacteria (30%)

보다 높은 비율로 분포한다는 Zinger et al. [23]과 달리, 수

심 10−20 m 서식하는 초록갈파래에서 분리한 세균의 군집

구조 분석 결과에서는 Gamma-proteobacteria (40.51%)가

Alpha-proteobacteria (31.65%)보다 더 높은 비율을 차지하

는 것을 확인할 수 있었다. 

말레이시아에 서식하는 ulva sp.에서는 Protoobacteria

(Gamma-proteobacteria)에 속하는 그룹이 확인되었고, 호주

에서 서식하는 ulva sp.에서는 동일한 종임에도 불구하고,

한 연구에서는 Proteobacteria (Alpha-proteobacteria, Gamma-

proteobacteria), Bacteroidetes, Planctomycetes로 3개의 문

에 속하는 그룹이, 다른 연구에서는 Proteobacteria (Alpha-

proteobacteria, Gamma-proteobacteria), Actinibacteria

2개의 문이 확인되었다. 반면, 같은 호주 지역에서 분리된 홍

조류 Delisea pulchra에서는 Proteobacteria (Alpha-

proteobacteria, Gamma-proteobacteria), Bacteroidetes,

Firmicutes에 속하는 3개의 문으로, 동일한 지역이지만 더 다

양한 모습을 보였다[24−26]. 본 연구와 동일한 지역에서 채집

한 구멍갈파래에서는 Proteobacteria (Alpha-proteobacteria,

Beta-proteobacteria, Gamma-proteobacteria), Firmicutes,

Actinobacteria, Bacteroidetes로 4개의 문에 속하는 그룹으

로 본 연구와 같은 결과를 보였다[27]. 같은 종의 해조류라

도 서식하는 지역에 따라, 같은 지역이라 할지라도 해조류에

따라 세균의 군집 구조는 다르거나 동일한 모습을 보인다.

한 연구에서는 각각 다른 지역에서 채취한 Ulva sp.에서 분

리한 세균의 군집 구조를 분석하였다. 그 중 군집 구조를 이

루는 대부분의 세균이 숙주 종류와 지리적으로 무관하게 일

관된 형태를 보였고, 30%에 해당하는 세균만이 서로 다르게

관찰되었다. 이는 해조류에 부착하여 공생하는 세균의 일부

분만이 숙주 특이성 및 지리적 영향과 관련이 있는 것으로

보여진다[28]. 이러한 결과들을 미루어 볼 때, 해조류 표면의

세균 군집 구조는 세균이 부착하여 공생하는 해조류나 서식

하는 주위의 해양 환경을 비롯하여 실험방법, 배양 조건 등

에 따라 달라질 수 있다는 것을 시사하며, 해조류에 서식하

는 공생 세균의 데이터베이스 구축을 위해 다양하고 많은 해

조류의 세균 군집 구조의 비교·분석 연구가 필요하다고 사료

된다.

항균 활성 탐색

초록갈파래로부터 분리한 세균을 이용하여 인체유해세균

과 어류질병세균에 대한 항균 활성 결과, 인체유해세균 중

V. vulnificus에서 UJT7, UJT20, UJR17이 항균 활성 효과

를 나타내었으며, 어류질병세균에서는 S. parauberis에 대

해 UJR17이 항균 활성이 있음을 확인하였다. 나머지 세균

에서는 인체유해세균과 어류질병세균에 대한 항균 활성 효

과가 관찰되지 않았다.

항균 활성을 나타내는 UJT7, UJT20, UJR17을 배양하여

항균 활성을 측정한 결과는 다음과 같다(Table 3). V.

vulnificus에 대해 UJT7, UJT20, UJR17의 균체현탁액에서

만 항균 활성을 관찰하였다. UJT7은 20 mm, UJT20은

13 mm, UJR17은 18 mm의 생육저해환을 나타내어 UJT7

이 세 균주 중 항균 활성이 가장 높은 것을 확인하였다. UJT7

과 UJT20이 S. parauberis에 대해서는 항균 활성을 나타내

지 않은 반면 UJR17의 균체현탁액에서 18 mm의 생육저해

환이 관찰되었으며, UJR17이 V. vulnificus과 S. parauberis에

대하여 활성이 있는 것으로 확인되었다. 

항균 활성을 나타내는 세 균주는 항균 펩타이드를 생산하

는 것으로 사료된다. 자연계의 생명체들은 스스로를 보호하

Fig. 2. Pie-diagram showing structure and the diversity of
bacterial community of Umbraulva japonica. 
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기 위해 항균 펩타이드를 분비하는 것으로 알려져 있다. 그

중 미생물이 생산하는 항균 펩타이드를 통칭하여 박테리오

신이라 하며 기존의 항생제 내성 문제를 극복할 수 있는 대

안으로 여겨지고 있다. 이러한 박테리오신은 세포막 투과, 핵

산 분해, 단백질 합성 저해 등 다양한 메커니즘을 통해 항균

활성을 나타내는 것으로 알려져 있다. 항균 활성을 가지는

항균 펩타이드는 향후 항바이러스제, 항암제, 생체기능을 모

방한 의료용 소재 개발의 적용과 생물학적 보존제 및 천연

항생제로 활용이 가능하기 때문에 이에 대한 추가적인 연구

가 필요로 하다고 사료된다[29, 30].

UJT7은 1/10MA에서 분리된 세균으로 Bacillus aryabhattai

B8E22T와 99.10%의 상동성을 나타내었다. Bacillus sp.에

속하는 세균은 곰팡이와 세균에 대하여 광범위한 억제 화합

물을 생산한다. 특히 B. subtilis는 그람 양성균의 성장을 저

지하는데 효과적이라고 알려져 있다[31, 32]. 인체 유해 세

균뿐만 아니라 식물과 어류에 질병을 일으키는 세균에 대하

여 항균 활성 효과가 보고되었으며[33−35], B. subtilis를 비

롯한 B. licheniformis, B. polymyxa, B. laterosporus, B.

circulans는 대하와 어류의 성장과 면역에 긍정적인 영향을

미치는 프로바이오틱스로 활용이 되고 있다[36, 37]. 1/10

MA에서 분리된 UJT20과 R2A에서 분리된 UJR17은 각각

Pseudomonas koreensis Ps9-14T 99.51%, Pseudomonas

putida NBRC14164T 99.44%의 상동성을 나타내었다.

Pseudomonas sp.에 속하는 세균 또한 질병을 일으키는 다

양한 세균에 대하여 항균 활성을 가지는 것으로 보고 되었

으며[38], 식물 성장에 도움을 주고 페놀을 분해하는 것으로

알려져 있다[39, 40]. 따라서 초록갈파래에서 분리한 Bacillus

sp.와 Pseudomonas sp. 또한 다양한 활용을 위한 추가적인

실험을 수행한 후 유익하게 이용 될 수 있을 것이라 사료된다.

요 약

본 연구에서는 해조류인 Umbraulva japonica의 표면에서

79개의 세균을 분리하였다. 16s rRNA 유전자 분석 결과, 주

요 계통군은 Proteobacteria (74.69%), Actinobacteria

(2.53%), Fimicute (2.53%), Bacteroidetes (20.25%)로 4개

의 문(Phylum)이 관찰되었고, 7개의 강(Class), 13개의 목

(Order), 17개의 과(Family), 31개의 속(Genus)을 확인하였

다. 계통학적 분석 결과 3개의 균주가 표준균주와 97% 이하

의 유사성을 보여 신속 또는 신종으로 보고될 가능성이 있

다고 여겨지며, 향후 표준균주들과 함께 추가적인 신종 실험

이 수행되어야 할 것으로 사료된다. 분리된 79 균주를 이용

하여 인체 및 어류 병원균을 대상으로 항균 활성을 확인하

였다. UJT7, UJT20, UJR17의 균체 현탁액이 Vibrio

vulnificus에 대하여 항균 활성을 나타냈으며 UJR17의 균체

현탁액은 V. vulnificus와 Streptococcus parauberis에 항균

활성능이 있음을 확인하였다. UJT7은 Bacillus sp., UJT20

과 UJR17은 Pseudomonas sp.로 확인되었으며 다양한 활용

을 위한 추가적인 실험을 수행한 후 유익하게 이용 될 수 있

을 것이라 사료된다.
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