
서    론

항생제를 축산사료에 첨가함으로서 유해 병원성 세균의 증

식을 억제하여 질병 예방 효과뿐만 아니라 함께 성장률과 사료

효율을 개선시키는 이점이 있는 것으로 알려져 왔다(Hays와 

Muir, 1979). 양돈 산업에서도 사료에 항생제 첨가는 질병의 예

방과 더불어 성장촉진을 위해 즉, 돼지의 건강과 생산성을 향상

시키기 위해 사용되어 왔다(Oliver와 Wells, 2015). 특히 자돈

의 경우 출생 후부터 다양한 원인에 의한 소화기계 질병은 자돈 

성장을 저해하여 왔고(Salmon 등, 1995; Cooper 등, 1997), 

심하면 대량 폐사를 유발함으로써 막대한 경제적 손실을 초래

하여 왔다(Cooper 등, 1997). 따라서 자돈에서 오랜 시간 사

료에 항생제를 생산성 향상을 위해 널리 사용되어 왔다(Thep-

pangna 등, 2007). 하지만 장기적인 항생제 사용으로 인해 많
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The recombinant lysozyme-HJL34 proteins were expressed and purified using commercial Esch-
erichia (E.) coli expression system. Stx2e+ F18+ E. coli, Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), 
Streptococcus (S.) suis, and Clostridium (C.) perfringens strains were isolated from pigs. The mini-
mum inhibitory concentrations (MICs) of the recombinant lysozyme-HJP34 proteins were examined 
by means of the microtiter plate method, according to the NCCLS recommendations. The possibility 
of its as the alternatives to antibiotics was tested in piglets. The MICs were determined as 75 mg/mL, 
300 mg/mL, 75 mg/mL, 35.5 mg/m against Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis, C. perfringens, respectively. 
A total of 25 piglets were divied 5 groups. The piglets in group A∼C were fed with commercial feed 
and those in groups D, E were fed with commercial feedstuff. All piglets in groups B∼E were chal-
lenged with virulent Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis strains. Groups C and D were treated with anti-
microbial from 24 h after challenge. All piglets in group B died within 3 days after challenge. Among 
5 piglets in groups C and D piglets, 80% survived after challenge. Among group E piglets, 60% were 
alive until the end of this study. Therefore, this study indicates that recombinant lysozyme-HJP34 
proteins is a suitable possibility as a feed additive for reduction of diseases by bacterial pathogens in 
piglet feed.
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은 문제점 대두되게 되었으며, 특히 항생제 오남용에 따른 식육

에서의 항생제 잔류와 내성균 출현은 국제적인 문제로 대두되

게 이르렀다(Han 등, 2014). 더불어 항생제 내성균으로 인한 질

병 치료를 위해 항생제의 과다 사용, 장기간의 치료에 따라 항생

제 잔류 등 안전한 먹거리에 대한 사회적인 관심과 그 중요성이 

점차 증가하게 되었다(Kim 등, 1997; Han 등, 2015). 이러한 

문제 등을 해결하기 위해 항균효능이 우수한 천연물질 및 대체

제 발굴에 많은 연구가 진행되고 있다(Jeong 등, 2009; Lee 등, 

2011; Oliver와 Wells, 2015; Han 등, 2016; Jung 등, 2021). 

라이소자임은 1,4-β-N-acetylmuramidase로 세균 세포벽 

성분인 펩티도글리칸의 glycosidic 결합부위를 절단하여 결국

에는 세포를 사멸게 한다(Ellison과 Giehl, 1991). 더불어 라

이소자임에 의해 가수분해된 산물들은 IgA 분비, 대식세포 활

성, 병원성 세균의 빠른 제거를 향상시키는 것으로 보고되고 있

다(Kawano 등, 1981; Clarke 등, 2010). 숙주 방어 펩타이

드(Host defense peptide; HDPs) 또는 항균펩타이드(Anti-

microbial peptides; AMPs)라고 불리는 펩타이드들은 식물, 

곤충, 양서류, 포유동물 등에서 선천면역계의 일부분(Boman, 

1995; 2003)으로, 그람 음성, 그람 양성 세균(Vila-Farres 등, 

2012), 기생충(Haines 등, 2009), 외막형 바이러스(enveloped 

viruses) (Carballar 등, 2008) 등을 사멸시켜 이들의 감염으

로부터 숙주를 보호하는데 중요한 역할을 수행한다(Kuhn-

Nentwig, 2003; Bulet 등, 2004; Wang 등, 2016; Fratini 

등, 2017; Koehbach와 Craik, 2019). 이러한 항균펩타이드

(antimicrobial peptides [AMPs])의 작용기전은 세포막 성분

을 크게 변화시키지 않고 단지 세균 세포막에 구멍을 만들거나 

세균 세포막의 투과성에 변화를 주어 세균 세포막의 고유 기능

인 장벽으로서의 기능을 파괴하여 세포를 사멸시키는 것으로 알

려지고 있다(Henzler-Wildman 등, 2004; Yeung 등, 2011; 

Wilmes와 Sahl, 2014; Kwon 등, 2016). 하지만 펩타이드는 

현 기술로는 동물용 사료 첨가제나 질병 저감을 위해 다량을 사용

하기에는 경제적으로 고가라는 점이 문제점으로 지적되고 있다.

따라서 이 문제를 해결하기 위하여 본 연구에서 라이소자임

과 양전하 및 알파헤릭스를 보유한 인공 항균펩타이드를 대장

균 발현 시스템을 이용하여 대량 생산하여 이유 후 자돈에서 주

로 문제가 되고 있는 주요 세균인 Stx2e+ F18+ Escherichia 

(E.) coli, Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Strep-

tococcus (S.) suis, 그리고 Clostridium (C.) perfringens 

strains에 대한 항균력을 검사한 후 이들 병원성 세균에 대한 질

병 저감 효과용 사료 첨가제로서의 유효성을 이유 자돈을 이용

하여 평가하여 보았다. 

재료 및 방법

실험에 사용된 균주와 펩타이드 및 프라이머 그리고 배양조건

Escherichia coli BL21(DE3)pLysS 균주는 재조합 lyso-

zyme-HJP34 단백질 발현을 위한 과발현 host 균주로 사용

되었다. BL21-lysozyme-HJP34 균주는 재조합 lysozyme-

HJP34 단백질 발현 및 정제를 위한 유전자가 삽입된 형질전환

된 균주로 재조합 lysozyme-HJP34 단백질 발현 및 정제를 위

해 사용되었다. 이유 후 자돈에서 전형적인 부종병 증상을 보

인 자돈으로부터 분리한 Stx2e+ F18+ E. coli 균주인 HJL624, 

636, 712 균주, 돼지 흉막폐렴 증상을 보인 돼지로부터 분리

한 APP 균주인 HJL9, 11, 33, 34, 38, 42 균주, S. suis 균주인 

HJL1221, 1305, 1307 균주, C. perfringens 균주인 HJL916, 

989, 987 균주는 실험실적으로 항균력 시험을 위해 사용되었

다. 더불어 이들 15 균주 중에서 C. perfringens의 세균주를 제

외한 나머지 12균주는 이유자돈에서 재조합 lysozyme-HJP34 

단백질을 사료에 혼합하여 급여 후 이들 균주에 의한 질병 저감 

효과를 위한 도전감염 균주로 사용되었다(Table 1). 

단백질 발현용 균주 및 대장균 균주들은 LB broth와 LB agar

에서 배양되었다. A. pleuropneumoniae 균주들은 Choco-

late agar에서, S. suis 균주는 6% sheep blood가 함유된 Co-

lumbia agar에서, C. perfringens의 세균주들은 Blood agar

에서 각각 배양되었다.

pET28a 플라스미드는 재조합 lysozyme-HJP34 단백질 과

발현을 위해 사용되었다(Table 1).

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 코딩하는 유전자 클로닝

재조합 lysozyme-HJP34 단백질에 대한 수정된 융합 유전자

는 화학적으로(Biod, Gwangmyeong-si, South Korea) 합성

되어 pET28a 플라스미드에 삽입되었다(Fig. 1). 재조합 단백질

은 재조합 lysozyme-HJP34 단백질 유전자가 삽입된 pET28a 

벡터로 형질전환된 대장균 BL21(DE3)pLysS에서 발현되어 니

켈-니트릴 로트리 아세트산-아가 로스 친화도 정제 공정을 사용

하여 정제되었다. 정제된 단백질은 웨스턴 블롯 분석에 의해 확

인 하였다. 모든 정제 된 항원을 50% 글리세롤에 혼합하여 사용

할 때까지 −70℃에서 보관하며 실험에 사용하였다. 

유정희ㆍ유영주ㆍ김선민ㆍ허   진

248 https://doi.org/10.7853/kjvs.2021.44.4.247

KJVS



재조합 lysozyme-HJP34 단백질 발현 및 정제

pET28a-lysozyme-HJP34 벡터를 발현시키기 위해 E. coli 

BL21(DE3)pLysS에 형질전환하였다. 이렇게 형질전환된 대장

균으로부터 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 과발현시키기 

위해 한 콜로니를 50 mg/mL 카나마이신(kanamycin)이 함유

된 100 mL의 루리아-베르타니(Luria-Bertani, LB) broth에 접

종하여 37℃에서 하룻밤동안 배양하였다. 이 배양액 10 mL를 

새로 제조된 50 mg/mL kanamycin이 함유된 1,000 mL의 LB 

broth로 옮겨 OD600가 0.6이 될 때까지 재 배양하였다. 이 배양

액에 이소프로필-β-D-티오가락토피라노시드(isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside, IPTG)가 0.5 mM이 되로록 첨가하

고, 25℃에서 20시간 배양하여 재조합 lysozyme-HJP34 단백

질 발현을 유도하였다. 이 배양된 셀들을 4℃, 5,000 rpm에서 

15분간 원심하여 농축한 다음 20 mL 용균 버퍼(lysis buffer) 

(10 mM Tris, 1M NaCl, pH 8.0)로 재부유 한 다음, French 

press 방법으로 셀을 파쇄하였다. 4℃, 12,000 rpm으로 25

분간 원심하여 이 용출액 중에서 수용성 단백질을 농축하였고, 

AKTA prime FPLC system (GE healthcare, USA) 안에 연결

되어 있는 Ni-NTi column을 이용하여 정제를 시작하였다. 반

응된 columm은 lysis buffer (buffer A)로 세척되었고, 수용

성 단백질은 buffer B (10 mM Tris-HCl, 1M NaCl, 300 mM 

Imidazole, pH 8.0)의 농도 기울기(gradient concentration)

에 따라 분리되었다. 각 분리된 일부(fraction)는 15% SDS-

PAGE로 분석되었으며, 정제된 타겟(target) 단백질은 buffer 

Table 1. Bacterial strains and plasmids used for this study

Strain/plasmid Description Source of
reference

Strains
   E. coli
      BL21(DE3)pLysS F−,ompT, hsdSB (rB

−,mB
−), dcm, gal, λ (DE3), pLysS, Cmr Lab stock

      BL21-lysozyme-HJP34 BL21(DE3)pLysS with pET28a-lysozyme-HJP34 This study
      HJL624 LT+ Stx2e+ F18+ E. coli isolate from piglets with edema disease Lab stock
      HJL636 LT+ Sta+ Stx2e+ F18+ E. coli isolate from piglets with edema disease Lab stock
      HJL712 LT+ Sta+ Stx2e+ F18+ E. coli isolate from piglets with edema disease Lab stock
   A. pleuropneumoniae
      HJL9 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 5 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL11 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 1 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL33 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 7 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL34 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL67 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 2 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL263 Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 5 isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
   S. suis
      HJL1221 Streptococcus suis serotype 12 isolate from piglets Lab stock
      HJL1305 Streptococcus suis serotype 2 1/2 isolate from piglets Lab stock
      HJL1307 Streptococcus suis serotype 8 isolate from piglets Lab stock
   C. perfringens
      HJL916 Clostridium perfringens A type isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL986 Clostridium perfringens A type isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
      HJL987 Clostridium perfringens A type isolate from piglet with pleuropneumonia Lab stock
Plasmids
   pET28a IPTG-inducible expression vector; Kmr Novagen
   pET28a-lysozyme-HJP34 pET28a containing the gene for lysozyme-thrombin-HJP34 This study

Fig. 1. The conduct of recombinant plasmid encoded lysozyme-
HJP34 protein.
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C (PBS buffer, GE healthcare, USA)를 이용하여 투석한 다음 

centrcon (cut-off 30 kDa, Amicon, Millipore, Germany)

을 이용하여 농축되었다. 마지막으로 재조합 lysozyme-HJP34 

단백질은 단백질 정량법(Bradford protein assay)에 의해 농도

가 측정되었다.

웨스턴 블로팅(Western blotting)

정제되고 농축된 재조합 lysozyme-HJP34 단백질은 15% 

SDS-PAGE에 의해 로딩(loading) 된 후 PVDF 멤브레인(Mil-

lipore, Germany)으로 이 융합재조합 단백질을 이동시킨 후 

anti 6-his polyclonal antibody (안티 6-히즈 다중클론항체)

(BD, France)를 1:6,000으로 희석하여 일차 항체로 반응시켰

다. 세척 후 HRP conjugated goat anti-mouse IgG anti-

body (Enzo, USA)를 1:12,000으로 희석하여 이차 항체로 반응 

시키고 ECL 용액(SurModics, USA)으로 이 융합 단백질 밴드

를 확인하였다.

최소 성장억제농도(minimum inhibitory concentrations; 

MICs) 

NCCLS에서 추천하는 미량액체 배지 희석법을 약간 변형하

여 사용하여 Stx2e+ F18+ E. coli 균주인 HJL624, 636, 712 균

주, APP 균주인 HJL9, 11, 33, 34, 38, 42 균주, S. suis 균주

인 HJL1221, 1305, 1307 균주, C. perfringens의 세균주인 

HJL916, 989, 987 균주에 대한 최소 성장억제농도를 측정하였

다(CLSI, 2008). 즉, 재조합 lysozyme-HJP34 단백질의 희석농

도는 1,200 mg/mL부터 18.75 mg/mL까지 두배씩 단계 희석하

였다.

실험 동물

3주령의 국내 사육 돼지 종 25두를 구입하여 실험에 사용하

였다. 구입된 모든 자돈은 그룹별로 구획된 공간에서 사육되었

으며, 구입 농장의 백신 프로그램에 의해 백신 되었다. 하지만 

돼지 부종병, 돼지 흉막 폐렴, Streptococcus 백신은 접종하지 

않았다. 상업용 사료로 사육되었고 음료는 자유롭게 섭취할 수 

있는 환경에서 사육되었다. 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질 급여 

25마리의 국내 사육종 자돈을 5개 그룹으로 나누어 따로 격

리하여 사육하면서 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료

에 총 함량이 0.1%가 되도록 혼합하여 급여하였다. 재조합 ly-

sozyme-HJP34 단백질 급여 시기는 생후 3주령부터 4주간 매

일 사료와 혼합하여 급여하였고 다른 그룹은 재조합 lysozyme-

HJP34 단백질과의 혼합 없이 사료만 급여하였다. 그룹 A와 B 

그리고 C의 경우에는 재조합 lysozyme-HJP34 단백질 비 급여 

군으로 현재 돼지 사료로 시판되고 있는 자돈용 사료를 급여하

였고, 그룹 D와 E 그룹은 재조합 lysozyme-HJP34 단백질 급여 

그룹으로 동일 사료에 재조합 lysozyme-HJP34 단백질이 0.1%

가 되도록 혼합하여 매일 하루에 두 번씩 일정량을 급여하였다. 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 혼합 급여에 따

른 안전성 평가 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료에 혼합하여 급여하

는 4주 동안 매일 하루에 두 번씩 사료 섭취량, 설사, 발열, 이상 

행동, 폐사 등과 같은 부작용 여부를 관찰하였다. 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 혼합하여 급여 

후 도전감염에 따른 유효성 평가 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료에 혼합하여 4주

간 급여 한 후에 E. coli HJL624 균주를 1×108.0 colony-

forming unit (cfu)/1 mL 농도로 희석하여 2 mL를 경구로, 그

리고 APP HJL67, HJL263 균주와 S. suis 균주 HJL1305 균주

를 각각 1×108.0 cfu/1 mL 농도로 희석하여 각각의 비강에 

1.5 mL씩 비강 접종하였다. 대조군인 그룹 A의 모든 자돈은 동

량의 멸균 PBS로 같은 방식으로 접종하였다. 공격접종 만 24시

간 후부터 그룹 C와 D 그룹의 생존한 모든 자돈에 대해 광범위 

항생제(VetrimoxinⓇ L.A. [아목시실린삼수화물], 세바코리아)를 

10 kg당 1 mL씩 근육접종하였고 48시간 뒤에 10 kg당 1 mL

씩 추가 접종하였다. 도전감염 96시간 후에 경구용 광범위 항

생제인 유한키목신 파워(유한양행)를 체중 10 kg당 1g씩을 사

료에 혼합하여 그룹 C와 D에 삼일 동안 매일 급여하였다. 공격

접종 후 모든 자돈은 발열, 설사, 이상 반응 또는 이상행동, 폐사 

여부를 14일간 매일 하루에 두 번씩 관찰하였다. 도전감염 후 

14일째 생존한 모든 자돈을 안락사시킨 후 부검을 통해 육안적 

소견 검사 및 공격 접종균을 분리하였다. 즉, 회장 및 직장 swab 
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가검물은 EMB agar에, 이상 소견이 관찰된 폐 swab 가검물

은 Chocolate agar 및 6% sheep blood가 함유된 Columbia 

agar에 각각 도말 접종 되었으며, 헤파린 처리된 혈액 100 mL씩

은 Chocolate agar 및 6% sheep blood가 함유된 Columbia 

agar에 각각 도말 접종하여 도전감염 균주를 분리를 시도하였

다. 

각 plate에서 분리된 균주들은 도전감염 균주인지 확인하기 

위해 Table 2에서 제시한 각 균주 확인용 프라이머로 각 도전감

염 균주 여부를 최종 확인하였다. 

결    과

재조합 lysozyme-HJP34 단백질 발현 

15% SDS-PAGE로 발현 재조합 단백질을 확인하여 본 결과, 

Fig. 2에서 보는 바와 같이 재조합 lysozyme-HJP34 단백질이 

발현되었음이 확인되었다. 또한 lysozyme activity를 측정하여 

50,000 unit/g이 되도록 희석하여 동결건조하여 사료첨가제로 

사용하였다. 

웨스턴 블로팅(Western blotting)

정제되고 농축된 재조합 lysozyme-HJP34 단백질은 15% 

SDS-PAGE에 의해 loading 된 후 PVDF membrane (Mil-

lipore, Germany)으로 이 제조합 단백질을 이동시킨 후 anti 

6-his polyclonal antibody (BD, France)를 이용하여 발현여

부를 확인하여 본 결과, Fig. 3에서 보는 바와 같이 재조합 단백

질 밴드가 확인되었다.

Table 2.  PCR primers used in this study and their product sizes.

Target gene Primer name Oligonucleotide sequence (5’–3’) Size Reference

F18 F18-L TGG CAC TGT AGG AGA TAC CAT TCA GC 334 bp Zhang et al, 2007
F18-R GGT TTG ACC ACC TTT CAG TTG AGC AG

Stx2e Stx2e-L CGGTATCCTATTCCCAGGAGTTTACG 599 bp Zhang et al, 2007
Stx2e-R GTCTTCCGGCGTCATCGTATAAACAG

S. suis JP4 GCA GCG TAT TCT GTC AAA CG 688 bp Okwumabua et al, 2003
JP5 CCA TGG ACA GAT AAA GAT GG

apxIV apxIVA1 TTA TCC GAA CTT TGG TTT AGC C 418 bp Zhou et al, 2008
apxIVA3 CAT ATT TGA TAA AAC CAT CCG TC

APP 2 AP2F GAG TGT GAT GAT GAT GCT CTG GTT C 247 bp Bossé et al, 2014
AP2R TAC CAA TAA CTG TTG CAA CTA ACG C

APP 5 AP5F AGC CAC AAG ACC CGA ATG GTA TAA TG 825 bp Jessing et al, 2003
AP5R CCA TCA AAT GCA GCT TCA AGG AGC

Fig. 2. Expression of recombinant lysozyme-HJP34 protein. 
The expression of the recombinant protein was detected using 
15% SDS-PAGE. The recomninant protein overexpression was 
induced by 0.5 mM IPTG at 25℃ for 20 h in E. coli BL21(DE3)
pLysS. M, size marker; lane 1, whole lysate before induction; lane 
2, whole lysate after induction. Arrow indicates the recombinant 
lysoztme-HJP34 proteins.

Fig. 3. Expression confirmation of recombinant lysozyme-HJP34 
protein. The puried and concentrated recombinant protein was 
confirmed by Western blot. M, size marker. Arrow indicates the 
recombinant lysoztme-HJP34 proteins. 
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MICs 

Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis, C. perfringens에 대한 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질의 MICs는 각각 75 mg/mL, 

300 mg/mL, 75 mg/mL, 35.5 mg/mL으로 관찰되었다.

재조합 lysozyme-HJP34 단백질 사료 첨가제 급여 후 안전성 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료에 혼합하여 4주 동

안 급여하는 동안 대조군에 비해 사료 섭취량은 동일하였으며, 

설사, 발열, 이상 행동, 폐사 등과 같은 부작용이 관찰되지 않았

다. 

재조합 lysozyme-HJP34 단백질의 도전감염 후 질병 저감 

효과 

모든 이유 자돈은 급여 후 4주 째에 경구 및 비강으로 도전

감염되었다. 그룹 B에 속하는 자돈 5두는 도전감염 하루 후부

터 폐사하여 3일 째에 모든 자돈이 폐사하였고, 그룹 C (재조합 

lysozyme-HJP34 단백질을 급여하지 않고 상업용 사료만 급여 

군)에서는 도전감염 24시간 후부터 항생제를 접종하고 급여한 

그룹 그리고 그룹 D (재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료

와 함께 혼합하여 급여 후 항생제 접종 및 경구 투여 군)에서는 

도전감염 후 24시간 내에 1두에서만 폐사하였다. 그리고 그룹 E 

(재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 함께 혼합 급여 군)

에서는 도전감염 하루 후에 1두에서 그리고 도전감염 후 4일 째

에 1두가 폐사한 후 실험이 끝나는 도전감염 14일째까지 모두 생

존하였다(Fig. 4). 도전감염 후 생존한 자돈의 증체율을 살펴보

면 도전감염 후 7일 째에는 각 그룹별(그룹 B는 제외 도전감염 

3일 만에 모든 자돈 폐사) 증체율은 각각 6.6 kg±1.95, 2.5 kg±

1.0, 4.75 kg±0.96, 2.67 kg±1.53이었고. 도전감염 후 14일째

에는 각 그룹별(그룹 B는 제외 도전감염 3일 만에 모든 자돈 폐

사) 증체율은 각각 4.4 kg±1.81, 4.5 kg±1.0, 4.25 kg±0.96, 

3.67 kg±2.08이었다(Fig. 5). 또한 실험이 끝나는 도전감염 후 

14일 째에 생존한 모든 자돈을 부검하여 육안적인 소견을 살펴 

본 결과, 그룹 E의 생존한 자돈 3두 모두에서 폐에 경미한 이상 

소견이 관찰되었고, 한 자돈에서 APP type 5형이 그리고 자돈 

2두에서 S. suis가 각각 분리 동정되었다. 하지만 그룹 C∼E의 

모든 자돈의 소장 및 대장 그리고 장간막 림프절 등에서는 아무

런 이상소견이 관찰되지 않았다. 

고    찰

항생제는 지난 60년 이상 양돈산업에서 성장촉진용으로 사

료에 첨가되어 사용되어 왔다. 사료에 항생제를 첨가하면서 세

균 감염 및 질병을 감소시키면서 사료의 효율성을 증가시켜 양

돈산업에 경제적인 이익을 주었다(Verstegen과 Williams, 

2002). 하지만 항생제의 오남용으로 인해 식육에서의 항생제 잔

류와 내성균 출현은 사회적인 관심과 그 중요성이 점차 증가하

Fig. 4. Survival rates of piglets challenged with virulent Stx2e+ 
F18+ E. coli , APP, S. suis (except chickens in group A only). 
Groups A (○), B (●), and C (▲) piglets were fed with com-
mercial feed; groups D (□), and E (◇) piglets were fed with the 
commercial feedstuff containing 0.1% of 50,000 unit/g the re-
combinant lysozyme-HJP34. All piglets in groups B∼E were 
challenged with virulent Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis strains. 
Groups C and D were treated with antimicrobial from 24 h after 
challenge.

Fig. 5. Rate of gain of piglets after challenge with virulent Stx2e+ 
F18+ E. coli , APP, S. suis (except chickens in group A only). 
Groups A (□), B, and C (■) piglets were fed with commercial feed; 
groups D (▧), and E (▦) piglets were fed with the commercial 
feedstuff containing 0.1% of 50,000 unit/g the recombinant 
lysozyme-HJP34. All piglets in groups B∼E were challenged 
with virulent Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis strains. Groups C 
and D were treated with antimicrobial from 24 h after challenge.
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고 있다(Kim 등, 1997; Han 등, 2015). 따라서 최근에는 항균

력이 우수한 대체제 발굴에 많은 연구가 진행 중에 있다(Jeong 

등, 2009; Lee 등, 2011; Oliver와 Wells, 2015; Han 등, 

2016; Jung 등, 2021). 

라이소자임 또한 항균력을 가지고 있으며, 돼지의 성장 및 건

강 증진을 위해 사용될 수 있음이 이미 알려져 있다. 하지만 라

이소자임은 주로 그람 양성균을 사멸시켜 위장관 내 생태계

를 변화시켜 위장관 내 세균총을 변화시킬 수 있다(Oliver와 

Wells, 2015). 더불어 Wells 등(2015)은 돼지에서 라이소자임

이 장관독소형대장균(enterotoxigenic E. coli, ETEC)으로 도

전감염한 경우 감소되었음이 보고하였지만, 시가독소 생산 대

장균(Shiga toxinw producing E. coli, STEC)은 라이소자임

이나 항생제투여에도 균수를 감소시킬 수 없었다고 보고하였다

(Oliver와 Wells, 2015). 따라서 이유 자돈에서 문제가 되고 있

는 시가독신 대장균 등에 대한 항균력을 높이기 위해 그람 음성

균 및 그람 양성균 등에 항균력을 가지고 있는 천연 항균 펩타이

드의 단점을 보완한 유전자 재조합 항균 펩타이드를 라이소자

임과 융합시켜 재조합 단백질로 대량 발현할 수 있는 시스템을 

개발하였다. 이렇게 발현된 재조합 단백질의 항균력은 Stx2e+ 

F18+ E. coli, APP, S. suis, C. perfringens에 대한 실험실적 

항균 효능이 조사되었으며, 그 결과 재조합 lysozyme-HJP34 

단백질은 그람 양성균뿐만 아니라 그람 음성균, 특히 시가독소 

생산 대장균인 Stx2e+ F18+ E. coli에 대해서도 탁월한 항균력

이 확인되었다. 

자돈에서 문제가 되는 병원성 세균에 대한 실험실적 항균력

을 바탕으로 이유자돈의 성장 촉진용 사료 첨가제로서의 가능성

을 확인하기 위해 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료 첨

가제로 제작하여 사용화 되어 있는 이유 자돈용 사료에 0.1%가 

되도록 혼합하여 이유자돈에 4주간 급여한 후 Stx2e+ F18+ E. 

coli 균주는 경구로, APP 균주와 S. suis 균주는 혼합하여 비강

으로 도전감염하여 본 결과, 재조합 단백질 투여 없이 사료만 급

여한 그룹은 도전감염 3일 만에 모든 자돈이 폐사한 반면, 재조

합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 혼합하여 접종한 그룹에

서는 도전감염 후 14일까지 단지 5두 중 2마리만 폐사하였다. 

그리고 도전감염 후 24시간째부터 광범위 항생제를 투여한 그

룹과 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 혼합하여 급여

하고 도전감염 후 24시간째부터 광범위항생제를 접종한 그룹에

서는 한 두씩만 폐사하였다. Oliver와 Wells (2015)의 보고에 

따르면 라이소자임은 시가독소 생산 대장균의 수는 감소시키지 

않았으며, Streptococcaceae는 균을 감소시킬 수 있다고 보고

하였다. 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료에 혼합하여 급

여한 결과 분변, 회장 등에서 Stx2e+ F18+ E. coli 균주는 분리

되지 않았다. 하지만 S. suis의 경우에는 항생제를 투여한 그룹

에서는 균이 분리되지 않은 반면, 재조합 lysozyme-HJP34 단

백질을 사료와 섞어 급여한 그룹의 자돈 3두 중 2두의 폐 부위

에서만 적은 수의 S. suis가 분리되었으며, 단지 1두의 폐에서 

APP 5형 균주가 분리되었다. 하지만 대조군에서는 모든 폐에서 

APP 5형 균주와 S. suis의 균이 분리되었고 2두에서는 혈액에

서도 APP 및 S. suis 균주가 각각 분리되어 재조합 lysozyme-

HJP34 단백질에 의해서 APP 및 S. suis 또한 억제할 수 있음을 

확인할 수 있었다.

더불어 도전감염 후 각 그룹별 증체율을 살펴보면 사료만 급

여한 그룹은 도전감염 후 3일 만에 모든 자돈이 폐사하여 증체

율을 비교할 수는 없었지만, 각 그룹을 도전감염 후 7일째와 14

일째에 각 그룹별 증체율을 비교하여 보면, 도전감염 후 7일 째

에는 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 함께 혼합하여 

급여 후 항생제를 접종하고 급여한 그룹에서 증체율이 가장 높

았으며, 도전감염 후 14일 째에는 항생제만을 투여한 그룹에서 

증체율이 가장 높았다. 하지만 재조합 lysozyme-HJP34 단백질

을 사료와 함께 혼합하여 급여 후 항생제를 접종하고 급여한 그

룹에서도 높은 증체율을 보였고, 더불어 도점감염 후 실험이 끝

나는 시점에서는 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 함

께 혼합하여 급여 후 항생제를 접종하고 급여한 그룹의 자돈이 

다른 그룹의 자돈에 비해 몸무게가 가장 많이 증가하였다. 또한 

항생제를 접종한 그룹과 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사

료와 함께 투여한 그룹에서의 증체률이 거의 비슷하게 증가하였

다. 이상의 결과로 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 

같이 혼합하여 급여할 경우 이유자돈에 있어 세균성 질병 저감 

효과뿐만 아니라 유해성 세균의 사멸 효과 내지는 질병 저감 효

과로 인해 사료 효율이 높아져 자돈 증체율에 도움을 줄 수 있어 

양돈 산업에 경제적인 도움이 될 것으로 생각된다. 

결    론 

결론적으로 Stx2e+ F18+ E. coli, APP, S. suis, C. perfrin-

gens에 대한 재조합 lysozyme-HJP34 단백질의 항균 효능

을 미량액체배지 희석법으로 관찰하여 본 결과, 각 세균에 대한 

MICs는 각각 75 mg/mL, 300 mg/mL, 75 mg/mL, 35.5 mg/

mL으로 관찰되어 그람 음성 양성 세균에 상관없이 항균효과가 

있음이 확인되었다. 더불어 재조합 lysozyme-HJP34 단백질이 

이유 자돈에서 주요 세균성 감염에 대한 질병 저감용 사료 첨가

제로서의 가능성 여부를 알아보기 위해 시판용 이유자돈용 사료
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에 1%가 되도록 혼합하여 급여 후 이유 자돈에 Stx2e+ F18+ E. 

coli, APP, S. suis 균주를 혼합하여 도전감염하여 질병 저감 효

능을 확인하여 본 결과, 일반 시료만을 급여한 후 도전감염을 수

행한 그룹의 자돈은 모두 폐사한 반면 재조합 lysozyme-HJP34 

단백질을 사료와 함께 혼합하여 급여한 자돈에서는 5두 중 2두

만이 폐사하였다. 또한 도전감염 후 만 24시간째부터 항생제를 

투여한 그룹보다도 재조합 lysozyme-HJP34 단백질을 사료와 

함께 급여한 그룹에 항생제를 접종한 그룹의 자돈에서 증체률이 

가장 높았다. 

이러한 결과를 종합하여 보면 재조합 lysozyme-HJP34 단백

질은 그람 양성뿐만 아니라 그람 음성 세균 특히 시거독소 생산 

대장균에 대해서도 항균효과가 확인되었으며 이유자돈에서 세

균성 질병 저감을 위한 사료 첨가제로 가능성이 있음이 확인 되

었다. 하지만 보다 효과적인 질병 저감을 위해서는 다른 세균들

에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다. 
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