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ABSTRACT

 43 strains of marine actinomycetes were isolated from marine soil sources in 
Jeju island. They were characterized by morphological and physio-biochemical 
properties, and the API 50CHB test. They were further confirm by molecular 
methods including partial sequencing of 16S rRNA. The phylogenic relationship 
and taxonomic position of the domain bacteria was investigated by performing 
a comparative sequence analysis of PCR-amplified 16S ribosomal RNA A 
neighbor-joining tree of partial 16S rRNA sequences divided in to 3 isolated 
HK-A13,  HK-A43,  HK-A44 of bacterial strains. major are, Gram positive 
bacteria/ Actinobacteria / Actinomycetales(order)/ Streptomycineae (suborder)/ 
Streptomycetaceae(family)/ Streptomyces(100%). All the 43 strains of Actinomtcetes, 
were grew in the various range of NaCl, pH and temperature. As the result, 
three strains of HK-A13, HK-A43, HK-A44 were for most similar to 
Streptomyces were named as Streptomyces sp. HK-A13 and Streptomyces sp. 
HK-A43, Streptomyces sp. HK-A44. HK-A13, HK-A43 and HK-A44 strains  
were showed that best growth on temperature between 20℃~40℃, and pH 
between 6~7. Streptomyces sp. HK-A13. showed 1% sucrose for carbon 
source and 1% ammonium nitrate for nitrogen source, and Streptomyces sp. 
HK-A43 showed 1% sucrose for carbon source and 1% yeast extract for nitrogen 
source, and Streptomyces sp. HK-A44 showed 1% lactose for carbon source and 
ammonium chloride or malt extract for nitrogen source indicating that it has 
the highest growth. As the Minimum InhInhtion Concysiration (MIC) result, 
methanol extraction from culture liquid of Streptomyces sp. HK-A13 was verified 
sp. Streptomyces sp. HK methanol extracts very high antimicrobial activation 
depending on density with Streptococcus parauberis SP-001, 003, 015, 044, 
048, 060, 063, 065, 066, Proteus rettgeri CCARM 0263, Bacillus anthrasis 
CCARM 0217, SStreptococcus faecium CCARM 0210, Klebsiella pneumoniae 
CCARM 10258, Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225 at 50㎎/㎖, Micrococcus 
luteus CCARM 0022, Staphylococcus aureus CCARM 0201, Enterobacter 
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cloacae CCARM 0253 at 25㎎/㎖, Burkholderia cepacia CCARM 0226 at 6.3㎎/
㎖. Methanol extraction of  Streptomyces sp. HK-A43 had no sensitivity against 
human and fish diseases antibiotic-resistance bacteria other than Streptococcus 
parauberis SP-066, Micrococcus luteus CCARM 0022, Burkholderia cepacia 
CCARM 0226, Streptococcus faecium CCARM 0210, Enterobactrer cloacae 
CCARM 0253 causing human pathogen and fish diseases antibiotic-resistance 
bacteria. Methanol extraction of Streptomyces sp. HK-A44 in showed high 
sensitivity against Streptococcus parauberis SP-015, 044, 066, Micrococcus 
luteus CCARM 0022, Burkholderia cepacia CCARM 0226, Streptococcus 
faecium CCARM 0210 at 50 ㎎/㎖ and vibriosis causing fish diseases 
antibiotic-resistance bacteria Streptococcus parauberis SP-003, 063, 065 at 25
㎎/㎖. The antioxidation activation of (DPPH radical scavenging activation) for each 
density of methanol extraction from isolated strains broth, was 1.4% HK-A13 at 
0.05㎎/㎖, 14% for 0.25㎎/㎖, 25% for 0.5㎎/㎖ and 93% for 0.5㎎/㎖. (HK-A44 
showed the RSA was 20%). Although there is no meaningful difference for 
Streptomyces broth methanol extract HK-A43. The antioxidation activities of 23% 
for addition of Streptomyces Broth methanol Extract HK-A13 way 0.25㎎/㎖ and 
12 % 2.5㎎/㎖, and 83% 80% at 2.5㎎/㎖ of density. The result of Alkyl radical 
scavenging activity all tested bacterial showed signiticantly increased antioxidation 
activity at 0.25㎎/㎖. Extraction of HK-A13 atrain at 2.5㎎/㎖ showed the highest 
radical scavenging activation of 86%. 
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Ⅰ. 서론

항생제의 발견과 항생제 내성균의 발생

  항생제란 유기물에서 추출하여 다른 미생물의 생장을 억제하거나 사멸시키는 물
질을 말한다. 1928년에 페니실린이 처음 발견된 이후 거의 모든 종류의 병원성 세
균을 죽일 수 있었으며, 페니실린을 시작으로 4천여 가지 이상의 항생제가 발견되
었고, 현재 약50여종의 항생제가 사용되어 지고 있다. 하지만 1960년도에 전 세계
적으로 내성균이 출현하기 시작하여, 새로운 항생제의 개발이 요구되어지고 있다. 
특히 황색포도상구균에 의한 다제다성약물에 대한 내성이 심각한 문제로 대두되고 
있으며, 1997년에는 반코마이신에도 감수성을 나타내지 않는 내성균이 출현 하였
다. 이러한 항생제 내성균은 신종 감염 질병의 발명 위협과 함께 세계적으로 증가
하고 있으며, 항생제 내성균의 빠른 확산은 어느 나라에서나 큰문제가 되고 있는 
실정이며, 우리나라의 경우 과다한 항생제 처방으로 인해 내성균이 현저하게 증가
하여, 항생제 내성률 세계 1위 국가로 각종 세균 감염질환 치료 상 큰 난관에 봉착
해 있다(Fig. 1). 이에 따라 내성균을 억제할 수 있는 새로운 물질의 분리에 대한 
연구가 중요시 되고 있다. 특히 산업적 측면에서 관찰시 전 세계 의약품 시장은 약
910조원으로 추산되는데 항생제 시장은 50% 이상으로 가장 큰 품목이기 때문에 
전 세계의 선진 연구진은 새로운 항생물질을 개발하고자 기존에 사용되고 있는 항
생물질의 약효를 증가시키고 아울러 그 독성을 감소시키는 신 유도체의 개발과 해
양에서의 해양 생물을 이용한 새로운 물질 탐색이 활발히 진행되고 있다. 때문에 
항생물질의 오남용으로 인하여 각종 항생제에 대하여 내성을 지니는 병원균이 출현
되어 새로운 항생물질의 개발은 언제나 중요한 과제로 인식되어지고 있다.



- 2 -

   Fig. 1. Antibiotics-Resistance Bacteria by korea.
                                                  강창수, 항생제 내성과 대응방안 연구
AMPR EFM, ampicillin-resistant E. faecium PENNS SPN, penicillin-nonsusceptible S. pneumoniae METR SAU, 
methicillin-resistan S. aureus Bla+ HIN, β-lactamase-producing H. influenzae PIPR PAE, 
piperacillin-resistant P. aeruginosa FQUR ECO, fluoroquinolone-resistant E. coli VANR EFM, 
vancomycin-resistant E. faecium IMPR PAE imipenem-resistant P. aeruginosa PPNG, penicillinase-producing 
N. gonorrhoea CTXR KPN, cefataxime-resistant K. pneumoniae CAZR PAE, cefazidime-resistant P. 
aeruginosa FOXR ECO, cefoxitin-resistant E. coli
                     
                         
2. 항생제의 사용과 규제현황

  1940년대 후반 Chlortetracycline의 축산업에 대하여 성장촉진에 대한 효과가 발
견된 이후, 축, 수산업에서 없어서는 안 될 중요한 성분으로 자리 잡아 왔으며, 전 
세계적으로 유렵에서 연간 약 10,000톤, 미국 약 25,000톤 등의 항생제가 사용되
며, 이중 약 50% 정도가 가축에 사용되기에 이르렀다. 하지만, 인체에 사용하는 항
생제를 가축에 사용금지 주장을 담은 영국의 Swann Report은, 항생제 내성의 위험
과 이로 인한 인류와 동물 건강에 대한 위협에 대해 관심을 촉발 시켰다. 그 후, 내
성 박테리아의 인체 전이에 대한 염려가 커져갔고, 이는 항생제의 가축사료 첨가에 
대한 재평가 및 항생제 사용의 금지에까지 이르게 되었다. 국내의 경우, 축/수산 분
야에서 사용되는 항생제의 양이 2001년을 기준으로 매년 점차적으로 줄어들고 있
는 추세이지만, 전체적으로 축산용 항생제의 사용량이 축산 선진국의 사육 규묘에 
비해 약 2~10배정도 많이 사용하고 있는 실정이다. 그러나 국립수의과학검역원의 
2003~2004년 대장균, 장구균 및 살모넬라균을 대상으로 한 항생제 내성균 조사결
과 Tetracycline에 약 80~90%에 이르는 내성을 보였으며, Enrofloxacin,  
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Ciprofloxacin등의 Quinone계 항생제에 약  50% 이상의 내성률을 보였다. 이에 정
부에서도 항생제의 과다사용을 억제하기 위해 가축 사육 환경 개선, 배합사료에 혼
합할 수 있는 항생제 종류의 대폭 축소, 안전사용기준 순회교육 등을 추진해 오고 
있다. 외국의 경우 스웨덴에서는 1986년부터 성장촉진용 항생제 사용을 전면 금지
했으며, 이는 항생제 사용을 절반으로 줄여주었다. 1997년 EU는 Vamcomycin과 연
관된 항생제들의 사료첨가제로의 사용금지, 버지니아마이신, 바시트라신, 타일로신 
및 스피라마이신등의 사용을 금지하였다. EU 전반에 걸쳐 위생과 관리상의 문제점
들을 보충해 주던 성장촉진 항생제의 사용금지 결과, 축산환경개선 및 항생제 대체 
물질의 개선을 가져왔다. 미국에서는 EU와는 대조적으로 페니실린, 스트렙토마이신 
등을 포함한 성장 촉진 항생제가 많이 사용되고 있다. 이는 대부분이 치료목적이 
아닌 열악한 사육환경을 보충하기 위한 질병 예방 및 성장 촉진용으로 사용되고 있
으며, 이에 대하여 300여개가 넘는 단체들 미국의약협회, 미국공중보건협회 등이 
항생제 사용금지를 촉구하고 있는 실정이다.

미생물의 산업적 중요성

  지구 생물량의 약 60%를 차지하는 미생물은 지구상에 출현한 최초의 생물이여, 
이 지구를 서식지로 하여 35억년이상 생존해 오고 있다. 자연계에 존재하는 미생물
은 약 1% 미만만이 현재의 기술로서 배양이 가능한 것으로 알려져 있다. 아직 밝
혀지지 않은 미생물들은 대부분 통상적인 조건에서 배양할 수 없는 것들로서, 특히 
유용한 미생물이 많이 서식하는 것으로 알려진 극한 환경의 경우에는 난배양성 미
생물이 더 많은 비율을 차지할 것으로 알려지고 있다. 미생물 종수는 현재 약 
300,000에서 1,000,000종으로 추정되고 있으며, 1995년까지 학계에서 인정되고 있
는 미생물은 4,000종을 약 상회하고 있는 것으로 밝혀진바 있다. 현재까지 식물 및 
동물 종의 약 50% 그리고 동물 중 곤충의 경우 약 20% (약 80만종) 정도가 알려
져 있는 것에 비하면 미생물 다양성이나 자원에 대한 연구는 비교적 매우 뒤쳐져 
있는데 이러한 원인 중 가장 큰 문제점으로서 대부분의 미생물이 우리가 지금까지 
알고 있는 방법으로는 배양이 불가능 하다는 점에 기인한다. 다양한 환경에서 행해
진 이들 연구에 의하면 현재까지 알려져 있지 않은 미생물이 존재하며, 대부분의 
경우 이들이 미생물 군집구성에 있어서 대다수를 차지하고 있는 것을 알 수 있다.  
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예를 들면, 미국 Yellowstone의 열천 수에서 수행된 연구에 의하면 이곳에서만 12
개의 새로운 Bacteria 문(division)을 발견하였는데 이는 그 전까지 발견된 문의 수
의 50%에 해당되는 숫자이다. 이러한 미생물 자원은 생물 산업은 물론, 화학 산업, 
제지, 펄프, 식품분야, 사료, 피혁 및 에너지 산업 분야에 폭넓게 활용되어 미래 생
물 산업의 근간을 이룰 것으로 기대된다. 이러한 배양 가능한 미생물이나 배양 불
가능한 미생물이 가지고 있는 고유한 유전자원은 그 다양성과 대사능력이 무한히 
크기 때문에 인류 복지를 위한 활용가치는 무궁무진하다고 할 수 있다.  

해양 미생물의 생리활성 물질 탐색

  해양생물은 특이한 구조의 화합물을 포함하고 있으며 다양한 생리활성을 포함하
고 있어 다양한 유용한산업적물질 개발에서 중요한 위치를 차지하고 있다. 항암제 
개발 분야의 경우 군체멍게류에서 분리된 cyclic peptide류 인 didmenin B, 멍게류
에서 분리된 ecteinascidin, 해면에서 분리된 halichondrin B 등이 항암제로 개발되
었다. 소염제로는 manoalide, 항생제로는 isatamycin, aplasmomycin 등이 개발되어 
상용화 되었다. 해양생물인 해면, 산호, 말미잘, 이끼벌레 등의 생물은 자신을 방어
하기 위해 여러 가지 독소를 생산하는데 이러한 방어물질은 항균, 항암, 항바이러
스, 항진균, 콜레스테롤 합성저해제, 효소 등 다양한 생리활성을 지니고 있는데 최
근에 이러한 생리활성물질들이 공생하는 미생물에 의해 생산되는 것으로 밝혀짐에 
따라 해양공생미생물은 생리활성물질의 생산자라는 보고들에 근거하여 공생미생물
을 배양하여 이용할 경우, 생리활성 물질을 경제적이고 안정적으로 생산할 수 있다
는 점에서 최근 해양공생미생물에 관한 연구가 급속히 증가하고 있다. 또한 해양미
생물은 거대해양생물에 비해 실험실내에 보전이 수월하고 분리된 균주의 대량배양
이 가능하다는 장점이 있다. 또한 해양은 지구면적의 70%를 차지하고 있을 뿐 아
니라 조간대에서 심해저까지 열대에서 극한지 까지 다양한 물리적 환경조건을 가지
고 있으며, 육상과 다른 환경조건인 고염, 저온, 마그네슘, 칼륨, 철 등의 무기물이 
풍부한 환경이며 물을 매질로 하는 환경이기에 육상 생물과는 전혀 다른 생리적 대
사과정, 적응기작 등의 특이성을 통해 유용한 천연물의 생산에 있어 유리하다 할 
수 있다. 또한 이들도 육상 미생물과 마찬가지로 상호간에 격심한 생존경쟁을 하며 
그 수단으로 생리활성 물질을 생산하는 것이 알려져 있으며, 이들 중 다수는 고유
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한 해양 미생물 (Obligate Marine Microorganism)로서 오랜 기간 천연물 연구의 
대상이 되어왔던 육상미생물과는 다른 종들로서 생리활성 효과를 가진 신 물질을 
생산할 가능성이 매우 높으며, 해양환경에 능동적으로 적응한 육상 미생물 
(Facultative Marine Microorganisms)도 다수 서식하고 있다. 이들의 천연물의 생
성은 종 특이적인 것이 아니라 균 특이적하며 동일 균주라도 서식조건에 따라 다른 
천연물을 합성하는 예가 많으므로 연구가치가 크다 할 수 있다. 하지만 해양미생물
로부터 보고된 천연물은 1978년에서 1985년의 기간에 보고된 물질이 전체 해양 천
연물의 1%도 달하지 못하고 있으며, 현재까지 약  5,500여개의 전체 해양 천연물
에 6%에 미치치 못하고 있다.

방선균의 생리활성물질

  방선균이라는 용어는 본래 형태로부터 방사상이 발달한 균사를 갖는 미생물이라
는 의미로 만들어졌으며 또한 영어의 Actinomycetes도 그리스어의 akitis, 
aktinus=ray와 mykes=fungus에서 나온 말로서 방사상의 곰팡이를 의미한다. 방선
균은 일반적으로 균사상의 형태를 취하는 특징 때문에 곰팡이와 유사한 형태의 균
사를 형성하므로 과거 곰팡이로 분류된 적도 있었으나 1970년대에 이르러서 생리
생화학적 분석방법이 발전됨에 따라, “세포내의 GC함량이 높고 분화하는 성질을 지
닌 원핵미생물”로 인식되고 있다. 1960년대 이전에는 종명을 결정하는데 있어서 형
태적 특징이 중요시되었으며, Streptomyces 속 균주가 주 연구 대상이었다. 그리고 
신물질을 생산하는 방선균은 신종 균주로 보고되기도 하는 혼란한 시기였다. 이에 
국제적인 조정 작업의 필요성이 인정되었고, Gottlieb와 Shirling이 주축이 되어 
International Streptomyces Project를 수행하여 방선균 분류에 통일성을 기하게 되
었으며, 1980년에는 세균 학명 승인 목록이 발표되었다. 최근 발간된 Int. J. Syst. 
Bac.의 논문의 16S rDNA/rRNA 염기서열을 기초한 새로운 방선균 분류체계를 보
면 Actinobacteria 강을 Acidimicrobiales, Rubrobacterales, Coriobacteriales, 
Sphaerobacterales, Actinomycetales, Bifidobacterials의 6개의 목으로 나누고, 
Actinomycetales 목을 다시 Actinomycineae, Micrococcineae, Corynebacterineae, 
Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonociodineae, Streptomycineae, 
Streptosporangineae, Frankineae, Glycomycineae의  10개의 아목으로 나누고 있
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다. 방선균은 특히 지금까지 미생물로부터 발견된 10,000여종의 생리활성물질 가운
데 약 2/3가 방선균으로부터 유래하였다. 이러한 이유로 방선균은 생리활성물질을 
생산하는 천연유기화합물의 보고로서 신물질의 탐색 및 생서 기작에 대해 깊이 연
구되어 왔다. 실제적으로 최근 20년간 보고된 생리활성물질이 항암제인 경우에는 
방선균 유래가 82% 이상으로 절대 다수를 차지하고 있다고 보고되었다. 이러한 방
선균 유래의 화합물 분리 성과는 일본 (45%)와 미국(23%)의 연구자가 많은 공헌
을 하고 있다. 또한 임상에 이용되고 있는 화합물(120~150)의 약 60%는 방선균유
래의 화합물이다. (Table. 1)은 방선균의 대표적인 종에 속하는 균주가 생산하는 
화합물을 나타내고 있으며, 이들은 구조상의 특징에 따라(Table. 2)와 같이 β
-lactam, peptide, 아미노 배당체, macrolide, polyene, tetracycline, quinone, 
polyether, ansamycin, 핵산염기, 고분자, 그 외에 세균과 방선균이 생산하는 대표
적인 화합물(chloramphenicol, cycloheximide, antimycin)등으로 분류되어진다.  

Table 1. Number of bioactive compounds produced from major actinomycetes.

 Table 2. Structure classification of bioactive compounds from microorganisms.

  

a) Nocardicin; b) Bialaphos; c) Platenomycin, Milbemycin, Azalomycin; d) Streptomycin; 
e) Validamycin; f) Rifamycin, Maytansin; g) Nigericin. (Tanaka et al., 1990)  
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연구 목적 

  현재 미생물 자원을 이용한 산업적 응용은 대부분 육상 자원 유래의 미생물들을 
이용해왔다. 방선균 유래 항생물질의 대부분이 육상에서 토양에서 분리된 균주를 
가지고 연구가 되어져 왔으며, 현재까지 사용되고 있는 대부분의 항생물질들이 육
상자원을 이용하여 생산되어져 왔다. 아직까지 해양미생물 및 방선균에 관하여서는 
연구가 미미한 실정이다. 미생물의 서식지로서 해양의 환경조건은 육상과 현저한 
차이가 있기 때문에 해양이라고 하는 특이한 환경에 적응한 결과 대사계가 변화되
어 새로운 2차 대사산물을 생산하는 균주도 있을 것으로 추측된다. 
  따라서 본 연구에서는 해양에서 분리한 방선균의 항균활성 물질 탐색에 목적을 
두었으며, 더불어 항생제 내성을 나타내어 인체에 질병을 야기하는 세균과 제주도 
내에 넙치 양식장에서 분리한 항생제 내성 Streptococcus parauberis에 대한 항균
성의 특성과 분리균주의 생육 특성에 대하여 검토하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 해양유래 방선균의 분리 및 보관

  균주의 샘플링을 위해서 제주도의 해양 지질을 채취하여 방선균 분리용 시료로 
사용하였다. 해양 방선균 분리용 배지로 Marine agar (MA, Difco)와 ISP Medium 
2, ISP Medium 4 (Difco. Co. USA), Actinomycete Isolation Agar (AIA, Difco)
를 사용하였다. 방선균의 분리를 위해서 지질을 85℃ 건조기에서 1시간 건조후 멸
균 생리식염수에 해수는 10-3~10-4 배로 희석하여 0.1 ml를 배지에 도말 하여 25 
℃에서 10~30일간 배양하여 배지 상에서 나타나는 방선균의 균사체의 형태학적 모
습을 관찰하여 방선균을 분리하였다(Table. 3~4).

Marine Agar (per liter) Actinomycete Isolation Agar (Per liter)

  Peptone   5g   Sodium caseinate  2g
  Yeast extract   1g   Asparagine  0.1g
  Ferric citrate   0.1g   Sodium propionate  4g
  Sodium chloride   19.45g   Dipotassium phosphate  0.5 g
  Magnesium chloride   8.8g   Magnesium sulfate  0.1 g
  Sodium sulfate   3.24g   Ferrous sulfate  1mg
  Calcium chloride   1.8g   Agar  15g
  Potassium chloride   0.55g   Glycerol  5g
  Sodium bicarbonate   0.16g   pH  8.1
  Potassium bromide   0.08g   Sea water   1000 ml
  Agar   15.9g
  Strontium chloride   34.0mg
  Boric acid   22.0mg
  Sodium silicate   4mg
  Sodium fluoride   2.4mg
  Ammonium nitrate   1.6mg
  Disodium phosphate   8mg
  pH   7.0
  Sea water   1000ml

Table 3. Composition of Medium.
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ISP Medium 2 (per liter) ISP Medium 4 (per liter)
  Yeast extract   4g   Soluble starch   10g
  Malt extract   10g   Dipotassium phosphate   1g
  Dextrose   4.0g   Magnesium sulfate USP  1g
  Agar   20.0g   Sodium chloride   1g
  pH   7.2   Ammonium sulfate   2g
  Sea water   1000ml   Calcium carbonate   2g

  Agar   20g
  Ferrous sulfate   1.0mg
  Manganous chloride   1.0mg
  Zinc sulfate   1.0mg
  pH   7.2
  Sea water   1000ml

Table 4. Composition of Medium.

 

2. 분리 균의 생리학적 특성조사

 2-1. 그람 염색, 산화환원 효소 시험

  항균활성에 최종적으로 분리된 방선균은 그람양성과 음성의 판단을 위해 
Buck(1982)의 방법으로 염색약을 사용하지 않고 3% KOH 시약을 사용하여 측정
하였다. 대조균주로 그람양성인 Bacillus subtitlis IAM 12188T와 그람음성인 E. 
coli KCTC 1116을 이용하였으며, 산화효소 활성은 Bactident-Oxidase test 
strips(Merck)을 이용하여 측정하였다. 대조균주로는 양성균은 Pseudomanas 
aeruginosa KCTC 1750T를 음성균은 E. coli KCTC 1116을 이용하였다. Catalase 
활성은 3% H2O2를 이용하여 측정하였는데 3% H2O2를 1~2 방울 적하 하였을 때 
기포가 발생하는 것을 양성으로 판단하였다. 대조균주로는 E. coli KCTC 1116을 
이용하였다. 
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2-2. 성장 온도 및 염분 실험

 실험균주의 성장 온도의 범위를 알아보기 위해서 (15, 20, 25, 30, 35, 40℃) 
Marine agar(MA, BD)을 이용하여 조사하였으며, 실험균주 성장에 미치는 염분 농
도 및 절대 해양성 미생물인지를 알아보기 위해 염분이 첨가되어 있지 않은 
Nutrient broth (NB, BD)(beef extract 3.0g, peptone 5.0g) 및 2%의 NaCl이 첨
가된 MB를 이용하여 실험을 실시하였으며, NaCl 0%와 1% 첨가구는 NB를 이용하
였으며 그이상의 NaCl 농도 (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12%)에서는 MB를 
이용하여 균주 성장을 조사하였다.

3. 분리 균의 생화학적 특성

분리균주의 생화학적 특성을 확인하기 위해서 카제인, 전분, 우레아제의 가수분해능
을 조사하였으며, 나이트레이트 환원능을 확인하였다. 

3-1. 카제인 가수분해 시험

  실험 균주들의 단백질 가수분해능을 조사하는 방법중에 하나로서 Skim milk에 
함유된 락토오스가 발효되면서 생성된 산에 의해서 카제인 분해가 저해 될수 있는 
원리를 이용한 방법이다. 재조된 배지에 세균을 백금이로 도말하고 약 14일간 배양
한 후 균체 주위에 투명환이 나타나는지 조사한다. 그 후 10% HgCl2 (Disolved 
20% HCl)를 평판에 가하여 투명환이 사라지면 카제인이 분해된 것이 아니다
(Table. 5).

Nutrient agar 23g
Skim milk 50g
Sea water 1000ml

Table 5. Composition of casein hydrolysis test medium.

  # Mixed equuality of 10% skim milk and two times concentration nutrient agar
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3-2. 전분 가수분해 시험

많은 세균들은 전분을 분해할 수 있으며, 이러한 방법을 이용한 실험은 광범위하게 
이용되어지고 있다. 전분분자는 크게 아밀로스와 아밀로펙틴으로 구성되어져 있다. 
세균이 전분을 가수분해 시키기 위해서는 아밀라제가 필요하며, 아밀라제는 엿당, 
포도당, 그리고 덱스트린을 만들어낸다. 전분 배지에 균주를 접종하고 4일 동안 배
양 한 후, 그람 요오드을 소량 적하 하였을 때 생성되는 투명환의 유무로 판단한다. 
투명환이 생성되면 양성으로 판명한다(Table. 6).

Peptone
Yeast extract
Soluble starch
Agar

5g
3g
2g

15g
Adjust to pH
Sea water

7.0
1000ml

Table 6. Composition of Starch hydrolysis test medium.

3-3. 우레아제 가수분해 시험

우레아제 분해능이 있는 세균의 검정법으로 우레아제가 분해되어 생성되는 암모니
아를 지시약으로 검출하는 방법이다. 우레아제는 기질에 의하여 유도되는 효소가 
아니며, 특히 이 방법은 우레아를 빨리 분해하는 Genus Proteus의 동정법으로 중
요하게 이용되는 방법이다. Christensen 배지에 균을 접종하고, 37℃에서 24시간 
배양한 후 배지색의 변화를 관찰한다. Urea가 분해되어 암모니아가 생성되면 노란
색의 배지가 분홍색으로 변한다(Table. 7).
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Peptone
Glucose
Sodium chloride
Monopotassium phosphate
Phenol red
Agar
Yeast extract

1g
1g
5g
2g

0.012g
20g
0.1g

Adjust to pH
Sea water

6.8~6.9
1000ml

Table 7. Composition of uease hydrolysis test medium. 

3-4. 질산염 환원효소 시험

세균에 의해서 일어나는 질산염의 환원과정은 질산염이 질산염과 암모니아를 거쳐 
아미노산 또는 질소질의 세포 구성물질로 합성되는 과정과, 혐기 조건하에서 질산
염을 산소 대신 최종전자수용체로 이용하는 무기호흡의 두 가지로 나눌 수 있다. 
본 실험에서는 질산칼륨 배지에서 질산칼륨을 환원하여 질산염 또는 질산가스로 생
성하는 균의 능력을 검사한다. 
Nitrate broth에 Durham tube를 넣고 실험대상 세균을 접종한 후, 2~3일 정도 배
양을 실시한다. 배양된 세균 배양액에 Detection solution (0.5% α
-Naphthylamine, 0.8% sulfanilic acid)을 10방울 떨어뜨린 후, 1~2 분내에 분홍
색 또는 진한 적색으로 나타났을 시 양성으로 간주하며 Durham tube에 기체 포집
시 질산가스 또는 수소가스로 판단할 수 있다(Table. 8).

Peptone
Sodium nitrate

10g
1g

Adjust to pH
Sea water

7.2
1000ml

 Table 8. Composition of nitrate broth.
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3-5. Tween 40 및 Tween 80 가수분해 실험

 Tween 40 및 Tween 80의 가수분해 실험은 지질분해효소인 lipase에 의한 지질
분해능을 관찰하는 것이다. Tween 40, 80이 함유된 한천배지(heart infusion agar)
에 균을 접종하고 30℃에서 24시간 배양한 후 colony 주위에 혼탁환(opaquehalo)
이 나타나는데 이것을 Tween 40, Tween 80이 가수분해 된 것으로 판단한다. 

4. 항균물질 생산균주의 분리 

  본 실험에 사용한 방선균의 항생물질 생산을 위한 배지로는 G․S․S medium을 기
본으로 실험 하였다(Table. 9).

     G․S․S medium
  Souble starch 10g
  Glucose 20g
  Soybean meal 25g
  Beef extract 1g
  Yeast extract 4g
  NaCl 2g
  K2HPO4 0.25g
  CaCO3 2g
  D․W 1,000ml
  pH 7.2

Table 9. Composition of Medium.
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4-1. 인체질병 유발 항생제 내성 병원균 선별

  본 실험에 사용한 인체에 질병을 야기하는 항생제에 내성을 띄는 균주는 (Table. 
10)와 같이 Staphylococcus aureus CCARM 0201, Proteus rettgeri CCARM 
0263, Bacillus anthrasis CCARM 0217, Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225, 
Enterobacter cloacae CCARM 0253, Klebsiella pneumoniae CCARM 10258, 
Burkholderia cepacia (P. cepacia) CCARM 0226, Streptococcus faecium CCARM 
0210, Micrococcus luteus CCARM 0022, Streptococcus agalactiae CCARM 4502
을 항생제 내성균주 은행으로부터 분양 받아 사용하였다. 각각의 피검균은 121℃, 
15분간 멸균된 최적의 배지에 1백금이 접종하여 37℃ Shaking incubator에서 배양 
후 0.5 McFarland 표준 탁도 (1.5X108 cfu/ml)로 실험에 사용하였다. 분리된 방선
균의 항균 물질 생산을 알아보기 위해 Mueller Hinton broth(Difco)를 사용하여 유
해미생물의 각 배양온도에서 24시간 배양 후 Mueller Hinton broth(Difco) 위에 멸
균 면봉으로 도말한 후, 직경 6mm의 cork borer를 이용하여 배지에 well을 만들고 
분리균주의 상등액을 40㎕ 적하하여 각 배양온도에서 24시간 배양한 후 투명환을 
측정하여 항균 활성을 측정 하여 항균 물질 생산 균주를 선별하였다.

Strain Growth conditions
Staphylococcus aureus (CCARM 0201) BHIA & NA (37℃)
Proteus rettgeri (CCARM 0263) BHIA & NA (37℃)
Bacillus anthrasis (CCARM 0217) BHIA & NA (37℃)
Pseudomonas aeruginosa (CCARM 0225) BHIA & NA (37℃)
Enterobacter cloacae (CCARM 0253) BHIA & NA (37℃)
Klebsiella pneumoniae (CCARM 10258) LB & Mac & NA (37℃)
Burkholderia cepacia (CCARM 0226) BHIA & NA (37℃)
Streptococcus faecium (CCARM 0210) BHIA & NA (37℃)
Micrococcus luteus (CCARM 0022) BHIA & NA (30℃)

Streptococcus agalactiae (CCARM 4502)
Todd-hewitt broth & 

Trpticase soy agar whith 
5% sheep blood
(37℃, 5%CO2)

Table 10. List of strains and growth conditions used for antibacterial experiments.
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5. 항균물질 생산 균주의 API 50 CHB 시험

 분리된 방선균주를 동정하기 위하여 50여종의 당 이용성을 알아보기 위해 API 50 
CHB kit (Bio Merieux, France)를 사용하여 당 이용도를 조사 하였다.

6. 항균물질 생산 균주의 16S rRNA 염기서열 분석

  16S ribosomal RNA 분석은 Gnomic DNA Extraction kit (Bioneer, Korea)를 사
용하여 Chromosomal DNA를 분리한 후, Bacterial 16S rDNA universal primer를 
이용하여 16S rDNA를 증폭시켰다. 합성된 oligonucleotides의 각각의 primer는 
forward primer(27F) : 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' reverse 
primer(1492R) : 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로 구성되었으
며, 각각의 0.5μM primer, 200 μM deoxynucleoside triphosphate, Taq DNA 
polymerase(Bioneer, Korea) 3 ㎕를 사용하여 PCR을 수행하였다.
 PCR 반응조건은 94℃에서 5분 predenaturation, 30cycle 동안 94℃에서 45초 
denaturation, 50℃에서 45초 annealing, 72℃에서 45초간 extention하였으며, 다시 
72℃에서 5분간 extention하였다. 증폭된 PCR product는 ethdium bromide가 첨가
된 상태에서 전기영동하여 1% agarose (Agarose LE, promega CO.) gel에서 확인
하였다. 이후, AccuprepTM PCR purification kit (Bioneer, Korea)을 이용하여 PCR 
product에 남아있는 primers, nucleotides, polymerase, salts를 제거하여 정제하고 
30㎕에 elution buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5)로 DNA를 elution하였다. 이를 
ABI prismTM BigdyeTM terminator cycle sequencing Ready reaction kit V.3.1 
(Fluorescent dye terminators method)와 ABI 3730XL capillary DNA sequencer
를 사용하여 PCR product의 염기서열을 분석하였다.
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7. 16S rRNA 계통 분석

 염기서열간의 유사도를 확인하기 위해 BLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool) search program을 이용하여 NCBI (National Center for Biotechnology 
Information)의 Genbank와 EMBL Nucleotide Sequence Database에서 유사한 염기서
열을 비교하여 가장 근연속이나 종으로 나타나는 서열을 확인하였다. 또한 미국 미시
간주립대의 Ribosomal Databace Project Ⅱ내에 저장되어 있는 bacteria 16S rRNA 서
열과 비교하였다. Clone의 결정된 염기서열과 database에 얻어진 염기서열은 PHYDIT 
program (ver 3.2; http://plaza.snu.ac.kr/～iphydit/phydit)을 이용하여 Clustal W 
multiple alignment로 정렬하였으며, 염기서열 분석은 CLUSTAL X software 을 이용
하여 Neighbor-joining(Saitou and Nei, 1987) 방법에 의해 Bootstrap 분석 시 1000
회의 resampling을 적용하여 tree topology의 평가 기준으로 사용하여 계통수를 작성
하였으며, 염기서열 간 유전적 거리는 Jukes & Cantor(Jukes and Cantor, 1969) 모
델을 이용하여 계산하였다.  

8. 분리균주의 최적배양조건

미생물의 최적 배지성분의 검토는 glucose 0.5%, yeast extract 0.1%, 
MgSO4·7H2O 0.02% 배지를 함유한 GY배지를 사용하였으며, 항균물질의 생산을 측
정하였다. 항균물질의 측정은 agar spotted method을 실시하였다. 대조군은 
Streptococcus faecium CCARM 0210 균주에 대한 항균 활성을 측정 하였다.

8-1. 분리균주의 온도, pH에 대한 생육 및 항균활성 측정

분리균주의 온도에 의한 배양액의 항산화 활성에 대한 영향을 알아보기 위해 다양
한 온도조건 15, 20, 25, 30, 35, 40℃에서 50 ml MB가 들어있는 250 ml 삼각플
라스크에 균주를 접종하여 10일 동안 배양하였으며, 분리균주의 pH에 대한 생육도
를 알아보기 위해 pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9에서 기본배지로 MB를 사용하면서 배양
되었다. 분리 방선균의 생육특성을 확인하기 위하여 배양 균사체의 건조중량을 측
정하였고, 항균물질의 측정은 agar spotted method을 실시하였다.
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8-2. 탄소원 종류에 따른 균주의 생육 및 항균활성 측정

배지조건의 최적화 과정에서 탄소원의 종류에 따른 균주의 생육특성을 균체 건조중
량을 이용하여 측정하였으며, 균주 배양은 기본배지인 GY배지를 기본 배지로 하여 
D-만노오스, 전분, 자당, D-과당, 젖당, 소르비톨, 라피노오스, 포도당를 각각 1% 
(w/v)로 첨가하여 25℃에서 10일간 배양한 후, 원심분리를 통한 균사체를 확보하
고 건조중량을 측정하면서 생육도 측정하였고, 항균물질의 측정은 agar spotted 
method을 실시하였다.

8-3. 질소원 종류에 따른 균주의 생육 및 항균활성 측정

 분리균주의 질소원 종류에 따른 생육특성을 균체 건조중량을 이용하여 측정하였으
며, 균주 배양은 기본배지인 GY배지에 최적탄소원인 Galactose를 1% 농도로 첨가한 
후 펩톤, 효모추출물, 트립톤, 맥아추출물, 질산암모늄, 염화암모늄, 황산암모늄, 질
산 칼륨를 각각 1% (w/v)의 농도로 각각 첨가하였으며, 25℃에서 10일간  배양한 
후, 균체의 건조중량을 측정하여 생육특성을 확인하였고, 항균물질의 측정은 agar 
spotted method을 실시하였다.

9. 양식어류 질병 유래 항생제 내성 Streptococcus parauberis 선별

  균주 분리는 제주도내 넙치 양식장 중에서 질병발생이 보고된 양식장의 넙치에 
대하여 체색흑화, 피부궤양, 지느러미 출혈, 안구 돌출 및 탈장 등 외부소견 상 연
쇄구균에 감염된 것으로 추정되는 병어(data not shown)을 무균 적으로 해부하여 
간 또는 신장 조직을 1.5% NaCl이 첨가된 Brain Heart Infusion Agar(BD, USA)
에 도말하여 25±1℃, 24~48시간 배양하였다.
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  배양된 세균은 16S rRNA 염기서열 분석을 수행하여 Streptococcus parauberis
를 분리 하였으며, 항생제 내성을 알아보기 위해 Baucer et al.(1996)의 disc 확산
법을 이용하여 NCCLS(National Committe for Clinical Laboratory Standards)의 
기준에 따라 항생제 감수성 시험을 하였다.
  1.5% NaCl이 첨가된 Mueller Hinton Aagar(BD, USA)에 도말 한 후 Oxoid 사의 
항생제 disc 중, amoxycillin (10㎍), ampicillin (10㎍), ciprofloxacin (5㎍), 
gentamicin (10㎍), doxycycline(30㎍), erythromycin (15㎍), flofenicol (30㎍), 
neomycin (10㎍), nalidixic acid (30㎍), oxolinic acid (2㎍), oxytetracycline (30
㎍), penicillin G (10unit), tetracycline (30㎍), Flumequine (30㎍)을 처리한 총 14
개의 디스크를 사용하여, 분리된 연쇄구균의 항생제 감수성 시험에 사용 하였으며, 
항생제 디스크에 대한 감수성 판단기준은 (Table. 11)에 제시하였다.

Antibiotics Concentrations 
(㎍)

Diameter of inhibition zone 
(mm)

Resistant Weakly 
sensitive Sensitive

Amoxycillin (AML) 10 ≤ 13 14~17 18 ≥
Ampicillin (AMP) 10 ≤ 13 14~16 17 ≥
Ciprofloxacin (CIP) 5 ≤ 15 16~20 21 ≥
Gentamicin (GN) 10 ≤ 12 13~14 15 ≥
Doxycycline (DO) 30 ≤ 12 13~15 16 ≥
Erythromycin (E) 15 ≤ 13 14~22 23 ≥
Flofenicol (FFL) 30 ≤ 12 13~17 18 ≥
Neomycin (N) 10 ≤ 12 13~16 17 ≥
Nalidixic acid (NA) 30 ≤ 13 14~18 19 ≥
Oxolinic acid (OA) 2 ≤ 9 10~11 12 ≥
Oxytetracycline (OTC) 30 ≤ 14 15~18 19 ≥
penicillin G (P) 10unit ≤ 19 20~27 28 ≥
Tetracycline (TE) 30 ≤ 14 15~18 19 ≥
Flumequine (UB) 30 ≤ 15 16~20 21 ≥

Table 11. Criteria for determination of antibiotics sensitivity by inhibition zone based 
on paper disc method.
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10. 분리 균의 항균물질의 추출 및 항생제 내성균의 최소 억제 농도 측정

 15-1. 항균물질의 추출
 
 항생물질의 추출은 G․S․S Medium에서 균주를 배양한 후 80% 메탄올을 이용한 유
기용매 추출을 통하여 배양액으로부터 항균물질을 추출하였다. 먼저 배양액을 원심
분리(12,000 rpm, 4℃, 25 min)하여 균체를 제거한 다음, 상등액과 용매를 넣어 
추출, 여과한 후 농축기를 이용하여 감압상태에서 용매를 제거하였다. 용매가 제거
된 플라스크에 100% 메탄올을 서서히 가하여 용출시키고 활성부분을 모아 농축기
를 이용, 감압 농축하여 용매를 제거 한 후, 각 추출물의 농도를 측정하였다. 농도
가 측정된 추출물을 50 또는 10 ㎎/㎖ 농도로 희석하여 agar spot method를 이용
하여 항균활성을 측정하였다. 

15-2. 최소저지농도(MIC) 측정

최소억제농도(MIC)는 높은 활성을 보였던 균주를 대상으로 Microtitre plate assay
를 통하여 확인하였다. MIC 측정은 microtitre plate에 각각의 피검균에 따른 배지
를 100㎕씩 채운 후 제균된 배양액과 활성이 높았던 추출액, 분획물을 2배 희석법
으로 희석 혼합한 후, McFaland No. 0.5농도의 피검균의 현탁액을 2㎕씩 접종하여 
24~48시간 배양한다. 이에 660nm의 흡광도 값을 통해 MIC 및 억제정도를 가늠 
하였으며, 각 희석단을 plate에 접종하여 피검균의 생육유무를 통해 MIC를 확정하
였다.

11. 농도별 항산화활성 측정

방선균 배양액 메탄올 추출물 항산화활성이 높게 나타난 실험구에 대해서 농도별항
산화활성을 측정하였다. 항산화활성 측정은 ESR (Electron Spin Resonance) 
spectrometer를 이용하여 측정하였다.
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11-1. DPPH radical 소거활성

각 샘플의 DPPH free radical 소거활성은 Nanjo 등의 방법에 의하여 측정하였다. 
60㎕ 시료용액에 DPPH (60uM) 용액을 첨가하여 10초 동안 교반한 다음 혼합용액
을 quartz capillary tube에 옮긴 후 2분 후에 ESR Spectrometer로 측정하였다. 
ESR 측정에 대한 조건은 (Table. 12)에 나타내었다. 스펙트럼은 scan time : 30s. 
field : 336 ± 5 mT, time constant : 0.3s, power : 5 mW, amplitude : 1×500의 
조건으로 기록하였다. 항산화시료에 대한 DPPH radical의 소거활성은 아래의 식을 
이용하여 계산하였다.

DPPH free radical scavenging activity (%) =
 [1-(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/
   ESR signal intensity for the control medium)] × 100

11-2. Hydroxyl radical 소거활성

 Sample의 Hydroxyl radical 소거활성은 Rosen (1984)등의 방법에 의하여 측정하였
다. 20㎕ 시료용액에 0.3M DMPO 20㎕, 10mM FeSO4 20㎕, 10mM H2O2 20㎕을 혼
합한 다음 quartz capillary tube에 옮긴 후 2.5분 후에 ESR Spectrometer로 측정하였
다. 스펙트럼은 scan time : 30s. field : 336 ± 5 mT, time constant : 0.3s, power : 
1 mW, amplitude : 1×100의 조건으로 기록하였다. 항산화시료에 대한 Hydroxyl 
radical의 소거활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

Hydroxyl radical scavenging activity (%) =
 [1-(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/
   ESR signal intensity for the control medium)] × 100
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11-3. Alkyl radical 소거활성

 각 추출물의 Alkyl radical 소거활성은 Hiramoto (1993)의 방법에 의하여 측정하
였다. 20 ㎕의 시료용액에 D.W 20㎕, 40mM AAPH 20㎕, 40mM POBN 20㎕를 
혼합한 다음  37℃에서 30분 방치 후 quartz capillary tube에 옮긴 후 ESR로 측정
하였다. 스펙트럼은 scan time : 30s. field : 336 ± 5 mT, time constant : 0.3s, 
power : 7 mW, amplitude : 1×100의 조건으로 기록하였다. 항산화시료에 대한 
Alkyl radical의 소거활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.
Alkyll radical scavenging activity (%) =
 [1-(ESR signal intensity for medium containing the additives of concern/
   ESR signal intensity for the control medium)] × 100

ESR Measurement Condition

DPPH radical Hydroxyl radical Alkyl radical

Central field 3475 Central field 3475 Central field 3475
Modulation
    frequency

100 kHz
Modulation
    frequency

100 kHz
Modulation
    frequency

100 kHz

Modulation
    amplitude

2 G
Modulation
    amplitude

2 G
Modulation
    amplitude

2 G

Microwave
    power

5 mW
Microwave
    power

1 mW
Microwave
    power

10 mW

Gain 6.3 × 105 Gain 6.3 × 105 Gain 6.3 × 105

Temperature 298 K Temperature 298 K Temperature 298 K

Table 12. Electron spin resonance condition for antioxidant activity 
mesurement of  Actinomycetes extracts.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 방선균 분리

  해양 방선균 분리를 위해 채집된 해양 지질은 제주도 연안 에서 채집하여, 60℃에서 
건조 시킨 후 다른 미생물의 선별을 위해 85℃ 건조 오븐에서 1시간 동안 처리 하였다. 
배지 상에서의 방선균의 배양특성을 보이는 균주 총 43 균주를 분리하였으며, 분리
된 방선균의 형태학적 성상을 확인하였다.

2. 분리 균의 배양학적 특성

 제주도 연안의 해양지질에서 분리된 미생물 중 해양유래 방선균주 총 43 균주를 
분리하였는데 분리된 균주들의 MA 배지상에서 배양학적 특성을 확인해본 결과 기
중균사 색상은 크림색, 노랑색, 하얀색, 회색, 녹색, 분홍색등으로 확인 하였으며, 
기질균사 색상은 빨강색, 보라색, 자주색, 노랑색, 주황색, 분홍색, 녹색, 갈색등의 
색을 나타내었다.(Fig. 2~3). 이러한 균사체의 색상 등은 일반적으로 보고되고 있
는 육상 방선균의 균사체와의 비교 해본 결과 해양유래 방선균들의 균사체의 색이 
다양한 것을 확인할 수 있었다. 대부분의 균주들이 배양 3일 이상부터 색소들을 생
산하는 양상을 확인할 수 있었다. 일반적으로 미생물의 생산하는 색소에는 많은 종
류의 생리활성물질을 함유하고 있는 것으로 보고되어지고 있으며, 또한 유용한 성
분들 역시 색소와도 많은 연관이 있다고 알려 지고 있다. 또한 분리 되어진 대부분
의 균주들 성장 온도 범위는 4℃～40℃까지 범위에서 성장이 가능하였으며, 
10~35℃ 범위에서 좋은 성장을 보였다. 염 농도 실험에서는 다양한 염분 농도에서
도 성장이 가능하였다. 최저 0%에서 최대 12.0%의 염 농도에서도 성장이 가능한 
광염성 미생물(종)과 초기 생육 배지내에 염분(>1%)이 있어야만 성장이 가능한 
호염성 미생물(종)이 존재하였다. 이러한 염분농도에 대한 성장실험결과는 방선균
이 육상에서 해양으로 유입이 되어서 적응을 하면서 생존을 한 종들과 그러한 종들
이 오랜 시간 진화를 거듭하면서 해양미생물로서의 양상을 보여주는 중요한 자료가 
된다. 이 결과로 해양에서 분리된 방선균은 다양한 온도와 높은 염 농도에서도 성
장이 가능하다는 것을 확인 할 수가 있었다(Table. 13~14). 
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Fig. 2. Substrate mycelia cultural characteristics of isolate strain 
HK-A01~HK-A44. Cell were grown on MA at 25℃ for 10days.

Fig. 3. Aerial mycelia cultural characteristics of isolate strain 
HK-A01~HK-A44. Cell were grown on MA at 25℃ for 10days.
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Strain 
No.

Aerial 
mycelium

Substrate 
mycelium

Soluble
Color

Growth at
NaCl(%) Temp.(℃)

HK-A01 White Orange to 
red Red 0~8 10~35

HK-A02 White to 
pink Dark pink Yellow 0~9 10~35

HK-A03 Gray Dark yellow Beige 0~9 10~40
HK-A04 White to 

green Dark yellow Dark 
brown 0~7 4~40

HK-A05 White Beige Beige 0~7 4~40
HK-A06 Gray Orange Brown 0~9 25℃
HK-A07 Creamy Red Purple 0~9 10~35
HK-A08 Light pink Dark orange Dark 

brown 0~9 10~40
HK-A09 Gray Orange Light 

brown 0~6 4~35
HK-A10 White Dark brown Dark 

brown  2~12 10~35
HK-A11 White Light yellow Beige  0~10 10~40
HK-A12 Beige Orange Light 

green 0~9 10~40
HK-A13 Yellow Dark green Dark green 0~6 10~35
HK-A14 White White Pink to 

red 0~7 10~40
HK-A15 Creamy Dark yellow Dark beige 0~8 10~35
HK-A16 White to 

yellow Violet Violet 0~6 10~35
HK-A17 Yellow Dark orange Dark 

yellow 0~9 10~40
HK-A18 Creamy Dark beige Brown 0~8 10~35
HK-A19 Gray Orange Dark 

orange 0~8 10~40
HK-A20 Creamy Dark orange Beige  0~12 4~40
HK-A21 White to 

pink Dark orange Dark 
orange  0~12 10~40

Table 13. The culture characteristics of Actinomycetes.  
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Strain 
No.

Aerial 
mycelium

Substrate 
mycelium

Soluble
Color

Growth at
NaCl(%) Temp.(℃)

HK-A22 Creamy Yellow 
green Dark green  0~10 10~40

HK-A23 White Brown Light beige  0~12 4~40
HK-A24 White to 

pink Beige Dark beige 0~7 4~40
HK-A25 Pink white Beige Light 

brown  0~12 10~40
HK-A26 White Dark orange Beige  0~12 10~40
HK-A27 Green Dark brown Colorless  0~12 4~40
HK-A29 Dark white White pink Creamy  0~12 10~40
HK-A30 White to 

green Dark brown Dark 
purple 0~8 4~40

HK-A31 White Brown Dark green  0~12 10~35
HK-A32 White Brown to black Dark blue 0~6 10~40
HK-A33 Pink white Light brown Light beige  0~10 4~40
HK-A34 White to 

pink Orange Dark 
purple  0~10 10~40

HK-A35 White Orange Dark 
purple  0~10 10~40

HK-A36 Creamy White green Light beige  0~10 4~25
HK-A37 Creamy White green Beige  0~12 10~40
HK-A38 White Beige Green 0~9 4~40
HK-A39 White green Dark beige Dark beige 0~7 10~40
HK-A40 Pink brown Dark brown Beige 0~6 10~40
HK-A41 Beige creamy Light brown Creamy  0~12 10~40
HK-A42 Creamy White green Beige 0~6 10~35
HK-A43 White to 

yellow Light brown Light beige 0~7 10~40
HK-A44 Creamy Dark beige Brown 0~8 4~40

Table 14. The culture characteristics of Actinomycete.



- 26 -

3. 분리 균의 생리학적 및 생화학적 특성

분리균주를 대상으로 생화학적 특성을 다음과 같이 나타내었다(Table. 15~16).
세균의 동정을 위해서는 생리·생화학적 특성, 형태 및 배양학적 특성을 조사해야한
다. 그런데 형태적, 배양학적 특성에서는 주로 속(Genus)만을 동정(Identification)할 수 
있으며, 종(Species)까지 최종적으로 규명하기 위해서는 생리·생화학적 특성 조사
가 필요하다. 이러한 생화학적 특성을 가지고 종을 규명하기에는 많은 한계를 가지
고 있지만 참고균주와의 생화학적 특성을 비교하면서 종을 동정하는 방법은 지금까
지도 많이 이용되어지고 있다. 
 분리균주의 카제인 단백질의 가수분해능을 확인 해본 결과 총 43 균주 중 양성 반
응 (+, +/-, -/+)을 나타낸 균주가 34 종으로 확인되었다. 또한 전분 가수분해능 
실험에서는 총 43 균주 중 29 균주에서 양성반응, 14 균주에서 음성반응을 보였으
며, 이러한 결과는 양성반응을 보인 균주들은 아밀라제를 생산하는 것으로 사료되
며, 고분자의 당성분을 엿당, 포도당 및 덱스트린과 같은 당을 생산한다는 것을 유
추할 수 있다. 우레아제 가수분해능 실험에서는 시험균주 중 25 균주에서 양성반응
을 나타냈다. Tween 40과 Tween 80 가수분해능 실험에서는 참고균주의 생화학적 
특성이 많이 보고되지 않아서 균주의 유의적인 차이점을 발견 할 수 없었다. 그리
고 질산염 환원효소 실험에서는 시험균주 중 26균주에서 양성반응을 확인할 수 있
었다.
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Strain No.
Hydrolysis Nitrate 

reductaseCasein Starch Urea Tween 
40

Tween 
80

HK-A01 + +/- +/- ND ND +
HK-A02 + - - ND ND +
HK-A03 + - + + + -
HK-A04 +/- + - - - +
HK-A05 +/- + + - - -
HK-A06 + + - ND - +
HK-A07 + - - + + +
HK-A08 + + + + - -
HK-A09 + + -/+ ND + +
HK-A10 + - - - - -
HK-A11 - - + - + -
HK-A12 + - - - - +
HK-A13 + + + + +/- -
HK-A14 - - - - - -
HK-A15 +/- + -/+ + +/- -
HK-A16 +/- - + ND + +
HK-A17 - - + + - +/-
HK-A18 + + - - ND +/-
HK-A19 - + + ND - -
HK-A20 - - + - - -
HK-A21 + + + + - +

Table 15. General physiological characteristics of isolated marine actinomycetes.
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Strain No.
Hydrolysis Nitrate 

reductaseCasein Starch Urea Tween 
40

Tween 
80

HK-A22 + + - - + +
HK-A23 + + - - - +
HK-A24 +/- -/+ +/- + - -
HK-A25 + -/+ - - + +
HK-A26 +/- + +/- - - -
HK-A27 + + - ND - +
HK-A29 + + - + - -
HK-A30 + + - ND ND -
HK-A31 - +/- - - + +
HK-A32 + + + ND ND -/+
HK-A33 +/- - + -/+ -/+ -/+
HK-A34 + + -/+ ND - +/-
HK-A35 - - + - + +
HK-A36 - + - + - +
HK-A37 + - + ND ND +
HK-A38 + - - - - +/-
HK-A39 - + + + -
HK-A40 + + - +/- +/- +/-
HK-A41 -/+ + + - - +
HK-A42 + -/+ + + + -
HK-A43 + + + + - -
HK-A44 + +/- + - - +

Table 16. General physiological characteristics of isolated marine actinomycetes.

+, Positive; -, Negative; ND, +/-, middle growth; -/+, little growth; not determined.
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4. 항균물질 생산 균주의 분리 

분리된 방선균 43균주 중 항균 활성 평가를 위해 인체에 식중독 및 질병을 야기하
는 항생제에 내성을 띄는 균주 Staphylococcus aureus CCARM 0201, Proteus 
rettgeri CCARM 0263, Bacillus anthrasis CCARM 0217, Pseudomonas 
aeruginosa CCARM 0225, Enterobacter cloacae CCARM 0253, Klebsiella 
pneumoniae CCARM 10258, Burkholderia cepacia (P. cepacia) CCARM 0226, 
Streptococcus faecium CCARM 0210, Micrococcus luteus CCARM 0022, 
Streptococcus agalactiae CCARM 4502 총 10종에 대하여 항균활성 테스트를 실
시하였다. 그 결과를 (Table. 17)에 나타내었다.  항균감수성 결과 Staphylococcus 
aureus는 HK-A01, HK-A01, HK-A22, HK-A41, HK-A43, HK-A44에서 항균
활성을 보였으며, HK-A01에서 가장 좋은 항균 활성을 보였다. Bacillus anthrasis
는 HK-A04, HK-A12, HK-A13, HK-A22, HK-A27에서 활성을 나타내었다. 
Pseudomonas aeruginosa는 HK-A13, HK-A22, HK-A43, HK-A44에서 항균활
성을 확인할 수 있었다. 또한 Streptococcus faecium에 대한 항균활성에서는 
HK-A22, HK-A41, HK-A43, HK-A44에서 좋은 항균활성을 나타내었으며, 
Micrococcus luteus에서는 HK-A21, HK-A22, HK-A25, HK-A39, HK-A41, 
HK-A42, HK-A43, HK-A44에서 항균활성이 나타났고, Streptococcus agalactiae
에서는 HK-A01, HK-A13, HK-A22, HK-A37에서 항균활성을 나타내는 것을 
확인 할 수 있었다.
이러한 결과들을 바탕으로 차후 인체질병유발세균 대한 대체 항생제의 자원으로서 
응용이 가능할 것으로 사료되어진다. 43종의 배양액의 항균 활성을 확인해 측정해 
본 결과 항균활성에서 HK-A01, HK-A04, HK-A12, HK-A13, HK-A21, 
HK-A22, HK-A25, HK-A27, HK-A37, HK-A39, HK-A41, HK-A42, 
HK-A43, HK-A44에서 병원성 세균에 대한 항균활성이 나타났으며, 최종적으로  
높은 항균 활성과 항균 범위가 넓은 HK-A13, HK-A43, HK-A44을 선정하여 다
음 실험들을 진행하였다.
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0201 0263 0217 0225 0253 10258 0226 0210 0022 4502
HK-A01 28 - - - - - - - - 30
HK-A02 - - - - - - - - - -
HK-A03 - - - - - - - - - -
HK-A04 - - 8 - - - - - - -
HK-A05 - - - - - - - - - -
HK-A06 - - - - - - - - - -
HK-A07 - - - - - - - - - -
HK-A08 - - - - - - - - - -
HK-A09 - - - - - - - - - -
HK-A10 - - - - - - - - - -
HK-A11 - - - - - - - - - -
HK-A12 - - 12 - - - - - - -
HK-A13 13 - 12 17 - - - - - 15
HK-A14 - - - - - - - - - -
HK-A15 - - - - - - - - - -
HK-A16 - - - - - - - - - -
HK-A17 - - - - - - - - - -
HK-A18 - - - - - - - - - -
HK-A19 - - - - - - - - - -
HK-A20 - - - - - - - - - -
HK-A21 - - - - - - - - 9 -
HK-A22 12 - 12 12 - - - 10 8 11
HK-A23 - - - - - - - - - -
HK-A24 - - - - - - - - - -
HK-A25 - - - - - - - - 10 -
HK-A26 - - - - - - - - - -
HK-A27 - - 7 - - - - - - -
HK-A29 - - - - - - - - - -
HK-A30 - - - - - - - - - -
HK-A31 - - - - - - - - - -
HK-A32 - - - - - - - - - -
HK-A33 - - - - - - - - - -
HK-A34 - - - - - - - - - -
HK-A35 - - - - - - - - - -
HK-A36 - - - - - - - - - -
HK-A37 - - - - - - - - - 7
HK-A38 - - - - - - - - - -
HK-A39 - - - - - - - - 14 -
HK-A40 - - - - - - - - - -
HK-A41 8 - - - - - - 12 9 -
HK-A42 - - - - - - - 13 -
HK-A43 9 - - 8 - - - 12 9 -
HK-A44 13 - - 10 - - - 14 15 -

Table 17. Antibacterial activities of the liquid culture broth methnol extract of marine 
actinomycetes.
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Cell were grown on MHA plate for 24h at 30, 37℃ after broth was absorbed into well 
(6 mm in diameter) and then the diameter (mm) of the growth inhibition zone was 
measured.
0201: Staphylococcus aureus CCARM 0201, 0263: Proteus rettgeri CCARM 0263, 
0217: Bacillus anthrasis CCARM 0217, 0225: Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225, 
0253: Enterobacter cloacae CCARM 0253, 10258: Klebsiella pneumoniae CCARM 
10258, 0226: Burkholderia cepacia (P. cepacia) CCARM 0226, 0210: Streptococcus 
faecium CCARM 0210, 0022: Micrococcus luteus CCARM 0022, 4502: Streptococcus 
agalactiae CCARM 4502

5. 16S rRNA 계통 분석

해양 지질에서 분리된 방선균 총 43균주 중 최종적으로 선발된 HK-A13, 
HK-A43, HK-A44 균주의 분석되어진 16S rDNA 염기서열은 염기서열간의 유사
도를 확인하기 위해 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) search program을 
이용하여 NCBI (National Center for Biotechnology Information)의 Genebank와 
EMBL Nucleotide Sequence Database에서 유사한 염기서열을 비교하였다. Clone의 
결정된 염기서열과 database에 얻어진 염기서열은 PHYDIT program (ver 3.2; 
http://plaza.snu.ac.kr/～iphydit/phydit)을 이용하여 Clustal W multiple alignment로 
정렬하였으며, 염기서열 분석은 CLUSTAL X software를 이용하여 Neighbor-joining 
방법에 의해 Bootstrap 분석 시 1000회의 리샘플링을 적용하여 tree topology의 평가 
기준으로 사용하여 계통수를 작성하였으며, 염기서열간 유전적 거리는 Jukes & 
Cantor 모델을 이용하여 계산하였다(Table. 18).
 분리된 방선균의 16S rRNA 염기서열 분석을 통하여 계통 분류학적으로 어떤 
division에 속하는지를 확인 하여 본 결과 해양 지질에서 분리된 방선균 3균주는 
Gram positive bacteria(divission)/ Actinobacteria(class)/ Actinomycetales(order)/ 
Streptomycineae(suborder)/ Streptomycataceae(family)/ Streptomyces(genus)
에 속하였으며, HK-A13은 type strain인 Streptomyces microflavus (DQ442519)
와 99.92%의 similarity를 보였으며, HK-A43 균주와 HK-A44균주는 type strain 
Streptomyces flaveus (AB184082)와 각각의 16S rRNA 염기서열의 similarity를 
계산하였을 때 98.47, 99.77%로 나타났다(Fig. 4~5).
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Strain No. The closest species Similarity
(%)

HK-A13 Streptomyces microflavus (DQ442519) 99.92
HK-A43 Streptomyces flaveus (AB184082) 98.47
HK-A44 Streptomyces flaveus (AB184082) 99.77

Table 18. Culturable marine actinomycetes identified on the basis of 16S rRNA 
sequence.

Fig. 4. Neighbor-joining tree of 16S rRNA sequence of HK-A13. The sequences 
were collected from 14 actinomycetes isolated in this study and representative 
species selected from Ribosomal Database.
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Fig. 5. Neighbor-joining tree of 16S rRNA sequence of HK-A43, HK-A44. The 
sequences were collected from 14 actinomycetes isolated in this study and 
representative species selected from Ribosomal Database.

6. 분리 방선균주의 API 50 CHB 시험

분리균주의 생리학적 특성을 검토한 결과는 미생물 동정용 kit인 API 50 CHB kit 
(Biomerieux, France)을 이용하여 실험한 후 그 결과를 판독 하였으며,  (Table. 
19~21)에 나타냈다. 실험한 결과 HK-A13 균주에서는 Erythritol, D-arabinose, 
Methyl-β D-xylopyranoside, L-sorbose, DULcitol, INOsitol, D-Sorbitol, 
Methyl-α D-glucopyranoside, Amygdalin, Salicin, D-lactose(bovine origin), 
D-Melibiose, D-saccharose(sucrose), Inulin, D-melezitose, D-raffinose, 
Xylitol, D-Turanose, D-lyxose, D-tagatose, L-arabitol, 2-Keto gluconate 23 
가지의 당을 이용하지 못하였다. HK-A43 분리 균주의 결과 Erythritol, 
D-arabinose, Methyl-β D-xylopyranoside, L-sorbose, DULcitol, INOsitol, 
D-Sorbitol, Methyl-α D-glucopyranoside, Amygdalin, D-lactose(bovine 
origin), D-Melibiose, D-saccharose(sucrose), Inulin, D-melezitose, 
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D-raffinose, Xylitol, D-Turanose, D-lyxose, D-tagatose, L-arabitol, 2-Keto 
gluconate 21 가지의 당에서 음성이 나타났으며, HK-A44 균주에서는 2-Keto 
gluconate 1가지의 당에서만 음성을 나타내었다. 이 상의 실험결과로 분리 균주와 
유사 상호 균주와의 동정에 추후 연구를 수행할 계획이다.

Carbohydrate source HK-A13 Carbohydrate source HK-A13
Glycerol +/- Salicin -

Erythritol - D-celiobiose +
D-arabinose - D-maltose +/-
L-arabinose + D - l a c t o s e ( b o v i n e 

origin) -

D-ribose +/- D-Melibiose -

D-xylose +/- D-saccharose(sucrose) -

L-xylose +/- D-TREhalose +/-
D-adonitol +/- Inulin -

Methyl-β D-xylopyranoside - D-melezitose -

D-galactose +/- D-raffinose -

D-glucose + Amidon(starch) +
D-fructose + Glycogen +
D-mannose + Xylitol -

L-sorbose - Gentiobiose +
L-rhamnose +/- D-Turanose -

DULcitol - D-lyxose -

INOsitol - D-tagatose -

D-mannitol +/- D-Fucose +
D-Sorbitol - L-Fucose +/-
Methyl-α D-mannopyranoside +/- D-arabitol +/-
Methyl-α D-glucopyranoside - L-arabitol -

N-AcetylGlucosamine + Potassium Gluconate +/-
Amygdalin - 2-Keto gluconate -

Arbutin +/- 5-keto gluconate +/-
Esiculin ferric citrate +

Table 19. The biochemical characteristics of strain HK-A13 by API 50 CHB test.
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Carbohydrate source HK-A43 Carbohydrate source HK-A43
Glycerol + Salicin +/-
Erythritol - D-celiobiose +
D-arabinose +/- D-maltose +/-
L-arabinose + D - l a c t o s e ( b o v i n e 

origin) -

D-ribose + D-Melibiose -

D-xylose +/- D-saccharose(sucrose) -

L-xylose - D-TREhalose +
D-adonitol - Inulin -

Methyl-β D-xylopyranoside - D-melezitose +/-
D-galactose +/- D-raffinose -

D-glucose + Amidon(starch) +
D-fructose +/- Glycogen +
D-mannose + Xylitol -

L-sorbose - Gentiobiose +
L-rhamnose +/- D-Turanose +
DULcitol - D-lyxose +
INOsitol - D-tagatose +
D-mannitol +/- D-Fucose +
D-Sorbitol - L-Fucose +
Methyl-α D-mannopyranoside - D-arabitol +
Methyl-α D-glucopyranoside - L-arabitol +
N-AcetylGlucosamine + Potassium Gluconate -

Amygdalin - 2-Keto gluconate +/-
Arbutin +/- 5-keto gluconate +
Esiculin ferric citrate +

Table 20. The biochemical characteristics of strain HK-A43 by API 50 CHB test.

+: positive, -: negative, +/-: middle 
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Carbohydrate source HK-A44 Carbohydrate source HK-A44
Glycerol +/- Salicin +
Erythritol +/- D-celiobiose +/-
D-arabinose +/- D-maltose +
L-arabinose + D - l a c t o s e ( b o v i n e 

origin) +/-
D-ribose + D-Melibiose +/-
D-xylose + D-saccharose(sucrose) +/-
L-xylose +/- D-TREhalose +/-
D-adonitol +/- Inulin +/-
Methyl-β D-xylopyranoside +/- D-melezitose +/-
D-galactose +/- D-raffinose +/-
D-glucose + Amidon(starch) +/-
D-fructose + Glycogen +
D-mannose + Xylitol +/-
L-sorbose + Gentiobiose +/-
L-rhamnose + D-Turanose +
DULcitol +/- D-lyxose +/-
INOsitol +/- D-tagatose +/-
D-mannitol +/- D-Fucose +/-
D-Sorbitol + L-Fucose +/-
Methyl-α D-mannopyranoside +/- D-arabitol +/-
Methyl-α D-glucopyranoside +/- L-arabitol +/-
N-AcetylGlucosamine + Potassium Gluconate +/-
Amygdalin + 2-Keto gluconate -

Arbutin + 5-keto gluconate +/-
Esiculin ferric citrate +

Table 21. The biochemical characteristics of strain HK-A44 By API 50 CHB test.

+: positive, -: negative, +/-: middle 
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7. 분리균주의 최적배양조건 

 분리 균주의 최적 증식을 위하여 요구되는 영양원을 탄소원, 질소원으로 나누어서 
균생육도를 측정하였다. 또한 최적 배양조건을 온도와 pH를 다르게 하여 균의 생육
을 검토하였다. 온도와 pH에 대한 균의 생육을 나타내기 위한 배지로는 Marine 
broth (BD, USA)을 사용하였으며, 탄소원과 질소원의 최적 배지성분 검토는 포도
당 0.5%, 효모 추출물 0.1%, MgSO4․7H2O 0.02%를 함유한 GY배지를 사용하였고, 
항균물질의 생산을 측정하였다. 항균물질의 측정은 agar spotted method을 실시하
였다. 대조군은 Streptococcus faecium (CCARM 0210) 균주에 대한 항균 활성을 
측정 하였다.

7-1. 분리균주의 온도에 대한 생육 및 항균활성 측정

배양온도는 균주의 생육 및 이차대사산물의 생성에 있어 중요한 요인 중에 하나이
다. 특히 미생물은 보통 단세포이므로 외부온도에 따라 세포온도가 그대로 변하므
로 온도에 특히 민감하다. 일반적으로 온도가 상승하면 효소촉매반응의 속도가 높
아져서 생장률이 증가하며 이에 따라 생화학반응속도가 증가되어 전체적인 대사활
동이 활발히 일어나 일반적인 미생물은 높은 온도에서 빨리 자란다. 하지만 특정온
도를 넘어서면 생장속도가 저해되고 아주 높은 고온에서는 일반적으로 세포의 구조
와 기능에 손상을 입히며, 저온에서는 화학적 조성 및 구조에는 영향을 끼치지 않
지만 세포의 기능이 떨어짐에 기인한다. 따라서 분리균주의 성장도 및 항산화활성
에 미치는 배양온도의 영향을 조사하기 위해서 15~40℃의 온도 범위에서 2주간 
배양하여 측정하였다. 본 실험에 사용된 HK-A13균주의 경우 15℃이상의 온도에
서 균체성장이 이루어졌으며, 모든 온도에서 큰 유의적인 차이는 나타나지 않았으
며, 항균 활성 결과 15℃ 을 제외한 모든 온도에서 항균 활성이 나타났다.  
HK-A43균주와 HK-A44균주의 결과 20~40℃의 온도에서 고르게 증식하였고, 항
균 활성 또한 고르게 나타났다(Fig. 6~8). 이러한 결과는 해양 세균은 저온 미생물
로서 20~30℃ 부근에서 잘 성장하는 것으로 보고된 것과 일치하는 결과라고 사료 
된다.
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Fig. 6. Effect of various temperature on the growth and antibacterial activity 
of HK-A13 supernatant.

Fig. 7. Effect of various temperature on the growth and antibacterial activity 
of HK-A43 supernatant.

Fig. 8. Effect of various temperature on the growth and antibacterial activity 
of HK-A44 supernatant.
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7-2. 분리균주의 pH에 대한 생육 및 항균활성 측정

배양액의 pH는 다양한 영양분, 성장인자 등의 세포막 이동속도에 영향을 미치면서 
외부의 pH가 변하면 영양 물질분자의 이온화 경향이 달라져 물질 흡수 능력이 감
소하므로 미생물의 성장과 이차대사산물의 생산에 중요한 역할을 한다. 분리된 3균
주의 최적 pH 조건을 확인 해 본 결과 6~7까지 범위 내에서 가장 좋은 균 생육도 
를 보였으며, pH가 높아짐에 따라 생합성량의 감소가 현저히 나타나는 것으로 확인
되었다. 또한 항균활성 결과 HK-A13 와 HK-A43균주의 경우 pH 조건 7~8 범위
에서 가장 높은 항균 활성 범위가 나타났고, HK-A44균주의 경우 높은 항균 활성
이 나타나지 않았지만 마찬가지로 pH 7~8범위에 가장 높은 항균 활성이 나타났다  
(Fig. 9~11). 이러한 결과는 해수의 pH의 범위와도 거의 일치하는 경향으로 pH 조
건이 10 이상의 알칼리상태에서는 성장을 하지 못할 것으로 사료된다. 이러한 결과
를 통해 pH가 높아질수록 미생물의 생리활성 또한 약하게 나타난다는 것을 추측해 
볼 수 있는데 이는 효소와 막 수송단백질이 활성이 억제되어 세포가 손상되기도 하
며 영양 물질분자의 이온화경향변화에 의한 물질 흡수 능력이 떨어져 생합성 과정 
중 효소의 생산이 저해 된 것으로 추측해 볼 수 있다. 
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Fig. 9. Effect of various pH on the growth and antibacterial activity of 
HK-A13 supernatant.

Fig. 10. Effect of various pH on the growth and antibacterial activity of 
HK-A43 supernatant.

Fig. 11. Effect of various pH on the growth and antibacterial activity of 
HK-A44 supernatant.
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7-3. 탄소원 종류에 따른 균주의 생육 및 항균활성 측정

분리균주의 배양배지 상에서의 최적 영양조건을 확인하기 위해 탄소원의 영향을 알
아보았다. 기본배지로 GY를 사용하였으며, 총 8 종류의 탄소원을 각각 1%씩 첨가
하여 균주를 접종한 후, 진탕 배양기에 2주간 배양하였다. 배양 후, 원심분리를 통
하여 모아진 균체의 건조중량을 측정하여 균의 생육특성을 측정하였다. 그 결과 
HK-A13 균주에서는 자당 첨가 시 가장 높게 나타났으며, 그 외의 7가지 탄소원에
서는 비슷한 생육특성을 보였다. 항균활성 결과 자당, 젖당, 라피노스, 포도당  첨가 
시 항균활성이 나타나는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 12). 또한 HK-A43, 
HK-A44 균주의 생육특성 실험 결과 8가지의 탄소원에 대해 크게 유의적인 차이
는 보이지 않았으며, HK-A43균주의 결과(Fig. 13) 자당, 젖당, 포도당 첨가 시 항
균활성이 나타났으며, HK-A44균주의 결과 젖당, 포도당 첨가 시 항균활성이 나타
난 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 14).
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Fig. 12. Effect of various carbon sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A13 supernatant.

Fig. 13. Effect of various carbon sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A43 supernatant.

Fig. 14. Effect of various carbon sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A43 supernatant.
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7-4. 질소원 종류에 따른 균주의 생육 및 항균활성 측정

분리균주의 배양배지 상에서 최적 질소원의 영향을 알아보기 위하여 기본배지로 
GY배지를 사용하였으며, 8종류의 질소원을 각각 1%씩 첨가하여 균주를 접종한 후, 
25℃ 진탕 배양기에 2주간 배양하였다. 배양 후, 원심분리를 통하여 모아진 균체의 
건조중량을 측정하여 균의 생육특성을 측정하였다. 그 결과 HK-A13균의 생육특성
은 질산암모늄 첨가 실험구에서 가장 높은 건조중량을 확인 할 수 있었으며, 트립
톤 첨가 실험구에서 가장 낮은 건조중량을 나타내었다. 항균 활성 결과 맥아추출물, 
질산암모늄, 황산암모늄, 질산칼륨 첨가 시에 항균 활성이 나타났다(Fig. 15). 
HK-A43균주의 생육 시험 결과 염화암모늄와 맥아추출춤 첨가 실험구에서 가장 높
은 중량을 확인 하였으며, 효모추출물 첨가 실험구에서 가장 낮은 중량을 확인 하였
지만 다른 질소원과 크게 차이가 나타나진 않았다. 항균 활성 결과 트립톤, 맥아추
출물, 염화암모늄, 질산칼륨 첨가 시에 항균 활성이 나타났다(Fig. 16). HK-A44 
균주의 생육 시험 결과 HK-A43 균주와 달리 효모추출물 첨가 실험구에서 가장 
좋은 생육특성을 확인 하였으며, 펩톤 첨가 실험구에서 가장 낮은 생육특성을 확인 
할 수 있었다. 항균 활성 결과 효모추출물, 맥아추출물, 염화암모늄, 질산칼륨 첨가 
시에 항균 활성이 나타났다(Fig. 17).
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Fig. 15. Effect of various nitrogen sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A13 supernatant.

Fig. 16. Effect of various nitrogen sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A43 supernatant. 

Fig. 17. Effect of various nitrogen sources on the growth and antibacterial 
activity of HK-A44 supernatant.
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8. 양식어류 질병 유래 항생제 내성 Streptococcus parauberis 분리 및 
   항생제 내성 평가

폐사된 양식 넙치로부터 간과 신장에서 백금이를 이용하여, 1.5% NaCl이 첨가된 
Brain Heart Infusion Agar (BD, USA) 평판 배지에 25℃, 48시간 동안 배양 후, 
순수 분리한 후 단일 콜로니의 형태, 크기, 색등 균주의 형태를 확인하고 16S 
rRNA 염기서열을 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) search program을 
이용하여 NCBI (National Center for Biotechnology Information)의 Genbank와 
EMBL Nucleotide Sequence Database에서 유사한 염기서열을 비교 분석한 결과 
Streptococcus parauberis와 99% 이상의 상동성이 나타났으며, 총 43종을  최종적으
로 동정하여 본 실험에 사용하였다(Table. 22). 
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 NO. Accesion NO. Species Identities
FPS-001 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-002 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-003 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-004 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-005 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-006 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-007 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-008 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-009 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-010 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-012 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-013 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 100%
FPS-014 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-015 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-016 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-017 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-018 AY942570.1 Streptococcusparauberi sstrain349 100%
FPS-040 AY942570.1 Streptococcusparauberi sstrain349 99%
FPS-041 AY942570.1 Streptococcusparauberi sstrain349 99%
FPS-042 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-043 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-044 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-045 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-046 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-047 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-048 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99% 
FPS-050 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 100%
FPS-055 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 100%
FPS-056 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-057 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-058 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-060 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-061 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-063 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-064 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%
FPS-065 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-066 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-067 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-068 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-069 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 99%
FPS-070 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-071 FJ009631.1 Streptococcusparauberis strainJJI51 100%
FPS-072 AY942570.1 Streptococcusparauberis strain349 99%

Table 22. 16S sequence analysis results of strain Streptococcus parauberis.
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항생제 감수성 시험에 사용된 균주는 Streptococcus parauberis로 분리된 균주중 
43종을 시험한 결과를 (Table. 23)에 나타내었고 시험한 결과를 백분율로 계산하
여 비교해본 결과  Neomycin, Nalidixic acid, Oxolinic acid, Flumequine에 대해 
100%의 내성을 나타내었으며, Gentamicin에서는 55.8% Oxytetracycline과 
Tetracycline에서 27.9% Erythromycin에서 18.6% Doxycycline에서 4.7% 
Ciprofloxacin, penicillin G에서 각각 2.3%의 내성을 나타냈다. Amoxycillin, 
Flofenico에서 100% 감수성을 나타내었으며, Ampicillin, Ciprofloxacin, penicillin 
G에서 97.7% 의 감수성을 나타내었고, Doxycycline에서 76.7%, Erythromycin에서 
74.7%, Oxytetracycline과 Tetracycline에서 72.1%, Gentamicin에서 39.5%의 항
생제에 대한 감수성을 나타내는 것을 확인하였다(Fig. 18~19).

Antibiotics
Streptococcus parauberis (43)

Resistant Weakly 
sensitive Sensitive

Amoxycillin (AML) 0 0 43
Ampicillin (AMP) 0 1 42
Ciprofloxacin (CIP) 1 0 42
Gentamicin (GN) 24 1 17
Doxycycline (DO) 2 7 33
Erythromycin (E) 8 3 32
Flofenicol (FFL) 0 0 43
Neomycin (N) 43 0 0
Nalidixic acid (NA) 43 0 0
Oxolinic acid (OA) 43 0 0
Oxytetracycline (OTC) 12 0 31
penicillin G (P) 1 0 42
Tetracycline (TE) 12 0 31
Flumequine (UB) 43 0 0

Table 23. Antibiotics senstivity of Streptococcus parauberis based on paper disc 
method
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Fig. 18. Antibiotic resistant and sensitive pattern of Streptococcus parauberis 
isolated from Olive flounder, Paralichthys olivaceus. by paper disc method. 
AML: Amoxycillin, AMP: Ampicillin, CIP: Ciprofloxacin, GN: Gentamicin, DO: 
Doxycycline, E: Erythromycin, FFL: Flofenicol, N: Neomycin, NA: Nalidixic acid,  OA: 
Oxolinic acid OT: Oxytetracycline, P: penicillin G, TE: Tetracycline, UB: Flumequine 
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Fig. 19. Antibiotic sensitivity of Streptococcus parauberis based on paper disc 
method.
1: Amoxycillin, 2: Ampicillin, 3: Ciprofloxacin, 4: Gentamicin, 5: Doxycycline, 6: 
Erythromycin, 7: Flofenicol, 8: Neomycin, 9: Nalidixic acid,  10: Oxolinic acid 11: 
Oxytetracycline, 12: penicillin G, 14: Tetracycline, 15: Flumequine 
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9. 분리 균의 항균물질 추출 및 항생제 내성균 최소 억제 농도 측정

  1차 스크리닝 과정에서 방선균 배양액의 활성이 검증된 방선균주에 대하여 
500ml 삼각플라스크 배양을 통하여 메탄올 추출물을 제조하였으며, 후보균주의 메
탄올 추출물 항균활성 측정은 Agar well diffusion법에 따라 항균스펙트럼을 재 스
크리닝 하였으며, 본 실험에서 사용한 병원성 시험균주는 인체 유해 항생제내성균 
9종과 양식 어류에서 분리한 항생제 내성 Streptococcus parauberis 총 43종 가운
데 Erythromycin, Oxytetracycline, Tetracycline에 내성이 있으며, 다제 내성이 있
는  균주 총 10종을 선별하여 전 배양하여 활성화 시킨 후, 멸균생리식염수를 이용
하여 McFaland No. 0.5 농도로 균 현탁액을 제조한 후, 1.5% NaCl이 첨가된 
Muller Hinton broth (Difco, Co. USA)에 배양 후 실험에 사용 하였다. Sample의 
제조는 메탄올 추출물의 경우 최종 농도가 50 ㎎/㎖가 되게 제조하였다.

9-1. 최소저지농도(MIC) 측정

최종적으로 분리된 3종의 해양 방선균의 메탄올 추출물의 병원성 세균의 최소억제 
농도를 측정한 결과를 (Table. 24)에 나타냈다. HK-A13 균주의 메탄올 추출물 결
과 SP-017 균주를 제외한 모든 시험 균주에서 항균활성을 나타냈으며, 
Burkholderia cepacia의 균주에서 6.3㎎/㎖의 낮은 농도에서도 항균활성을 확인 할 
수 있었으며, 추후 해양 유래 방선균의 항균 물질 생산에 대한 추가 연구가 필요할 
것으로 생각된다. HK-A43 균주의 메탄올 추출물의 결과 Streptococcus 
parauberis SP-066, Micrococcus luteus CCARM 0022, Burkholderia cepacia 
CCARM 0226, Streptococcus faecium CCARM 0210에서 50㎎/㎖의 농도에서 최
소 억제 농도가 나타 났으며,  Enterobacter cloacae CCARM 0253의 균주에선 25 
㎎/㎖의 농도에서 항균 활성이 나타났다. HK-A44 균주의 추출물의 시험 결과 
Streptococcus parauberis SP-015, Streptococcus parauberis SP-044, 
Streptococcus parauberis SP-066, Micrococcus luteus CCARM 0022, 
Burkholderia cepacia CCARM 0226, Enterobacter cloacae CCARM 0253의 균주
에 50㎎/㎖의 농도에서 항균 활성을 나타냈으며, Streptococcus parauberis 
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SP-003, Streptococcus parauberis SP-063, Streptococcus parauberis SP-065의 
균주에선 25㎎/㎖의 농도에서 병원균의 증식을 억제 하였다. 천연물을 이용한 병원
성 미생물 억제에 대한 연구는 활발히 이루어지고 있으며, 본 균주보다 저농도에서 
병원성 미생물을 저해하는 물질에 대한 연구가 진행되어 지고 있다. 하지만 이들의 
대부분은 순수물질을 분리하여 측정한 결과로 본 실험에 사용된 분리 방선균주의 
Supernatant 및 추출물의 경우 순수 물질이 아님에도 항생제 내성 병원성 세균에 
대해 항균력을 나타내고 있으며 추후 정제과정을 통해 순수 물질을 얻는다면 더욱 
효과적인 항균 물질을 얻을 수 있을 것이라고 사료된다. 
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Microorganism
Minimum Inhibitory Concentration 

(mg/ml)
HK-A13 HK-A43 HK-A44

Streptococcus parauberis SP-001 50 - -
Streptococcus parauberis SP-003 50 - 25
Streptococcus parauberis SP-015 50 - 50
Streptococcus parauberis SP-017 - - -
Streptococcus parauberis SP-044 50 - 50
Streptococcus parauberis SP-048 50 - -
Streptococcus parauberis SP-060 50 - -
Streptococcus parauberis SP-063 50 - 25
Streptococcus parauberis SP-065 50 - 25
Streptococcus parauberis SP-066 50 50 50
Micrococcus luteus CCARM 0022 25 50 50
Burkholderia cepacia CCARM 0226 6.3 50 50
Proteus rettgeri CCARM 0263 50 - -
Staphylococcus aureus CCARM 0201 25 - -
Bacillus anthrasis CCARM 0217 50 - -
Enterobacter cloacae CCARM 0253 25 25 50
Streptococcus faecium CCARM 0210 50 50 -
Klebsiella pneumoniae CCARM 10258 50 - -
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225 50 - -

Table 24. The minimum inhibitory concentration of actinomycetes methanol extract.

-: NO activity

10. 농도별 항산화 활성 측정

 항산화 활성을 측정하는 방법에는 여러 가지가 있으나 그중에 DPPH radical 소거 
활성법은 비교적 간단하고 널리 사용되는 방법이다. 이는 시료중의 항산화 물질이 
전자적으로 불안정한 상태인 DPPH와 전자를 공여하여 안정한 상태를 만들 수 있
는 능력을 측정하는 방법으로 기존에는 분광학적으로 측정하였으나 본 실험에서는 
ESR spectrometry를 이용하여 더욱 정밀도를 높였으며 색소에 의한 오차를 줄일 
수 있는 방법이라 할 수 있겠다. ESR spectroscopy에 의한 측정방법은 가장 유망
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한 방법 중의 하나로써, 방사선 조사시 입사된 에너지의 일부가 분자결합을 붕괴시
켜 방출된 자유 라디칼이나 이온들을 측정할 수 있는 것으로 시료준비가 간편하고 
신속하며 시료준비가 간편하고 신속하며 시료에 손상을 주지 않는 검지기술로 알려
져 있다. 하지만 이러한 장점에 불구하고 국내에서는 유해산소의 검지방법으로 이
용한 경우가 드물다. 분리균주 HK-A13, HK-A43, HK-A44의 메탄올 추출물 농
도별 항산화 활성을 측정하기위해 DPPH radical, Hydroxyl radical, Alkyl radical 
소거활성을 ESR spectroscopy측정방법을 이용하여 평가하였다. 각 시료의 농도는 
DPPH radical (0.05 및 0.25, 0.5㎎/㎖) 그리고 Hydroxyl radical, Alkyl radical은 
각각 0.25, 1.25, 2.5㎎/㎖였다. 먼저HK-A13, HK-A43, HK-A44의 ESR을 이용
한 DPPH 소거활성에 대한 결과를 (Fig. 20)에 나타내었다. 그 결과 모든 실험구에
서 농도 의존적인 활성특성을 보였으며, HK-A43 0.05㎎/㎖농도 실험구에서는 
7%, 0.25㎎/㎖에서는 18%, 0.5㎎/㎖에서는 93%의 DPPH 라디컬 소거 활성을 관찰
할 수 있었다. HK-A13, HK-A44 실험구에서는 낮은 활성을 나타내었다. 
Hydroxyl radical은 산소종 중 반응성이 매우 강하며 지질 산화를 개시하고 DNA 
손상 및 돌연변이를 유발하는 물질로 알려져 있다. 또한 Hydroxyl radical은 생체의 
대사과정에서 생성되는 지질의 과산화물이나 H2O2가 Fe2+나 Cu2+ 이온의 존재하에
서 생성되며 가장 독성이 강한 free radical이므로 이 라디칼을 소거하는 정도를 측
정하였다. 
방선균주 배양액 추출물에 대한 Hydroxyl radical 소거활성측정 결과를 (Fig. 21)
에 나타내었으며, 그 결과 모든 실험구에서 농도 의존적인 라디컬 소거활성특성을 
보였으며, HK-A13, HK-A43, HK-A44 0.25㎎/㎖ 투여 실험구에서는 각각 23% 
및 12%, 33%의 낮은 항산화활성을 보인 반면 1.25㎎/㎖ 농도 이상의 실험구에서
는 각각 74%, 62%, 55%로 농도 의존적으로 증가 하였으며, 2.5㎎/㎖에서는 83%, 
80%, 78%의 높은 항산화활성을 확인할 수 있었다. 
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Alkyl radical은 hydrocarbon reaction에서 초기 반응 생성물로 많이 형성된다. 이는 
불포화지방산이 산소에 노출되면 지질과산화가 일어나면 이는 free radical에 의해 
불포화지방산의 methylene기로부터 수소원자가 탈취함에 따라 개시(initiation)된다. 
수소탈취에 의해 생긴 alkyl radical(R·)은 분자재구성을 통해 diene형태로 바뀌고 
이것이 다시 산소와 결합하여 peroxy radical을 형성한다. peroxyl radical은 다시 
다른 불포화지방산으로부터 수소를 탈취함으로써 일종의 연쇄반응이 진행될 수 있
다. Peroxyl radical은 또한 분자재구성을 통해 여러 형태의 과산화물로 전환된다. 
지질과산화물은 그 자체로는 상당히 안정되나 전이금속의 존재 하에서는 분해가 촉
진된다. 지질과산화물의 분해산물은 다양하며 많은 종류의 carbonyl 화합물을 포함
한다. 생체막에는 다량의 불포화지방산을 포함하고 있다. 따라서 지질과산화로 인해 
지질분자의 구조적 변화가 넓은 범위에 걸쳐 일어나면 생체막 fluidity의 감소, 
membrane potential의 감소, 이온투과성의 증가, 세포소기관 내용물의 누출 등이 
예상되고 결국은 세포기능의 저하와 세포의 죽음을 초래할 수 있다. 지질과산화물
과 그것의 분해산물 중에는 생체에 유해한 성분들이 있으며 대식세포기능의 억제, 
단백합성 억제, 효소의 실활, thrombin 과다생산등과 같은 유해 작용들이 보고되고 
있다. (Fig. 22)는 방선균추출물의 Alkyl radical 소거활성에 대한 결과를 나타낸 
것으로서 HK-A13의 실험 결과 2.5㎎/㎖의 농도에서 가장 높은 86%의 활성이 나
타났으며, 1.25㎎/㎖에서는 79%, 0.25㎎/㎖에서는 70%의 활성을 나타내었다. 
HK-A43의 실험 결과 농도 의존적으로 항산화활성이 증가하는 양상을 보이고 있
었으며, 0.25㎎/㎖ 투여 실험 결과에서 낮은 라디컬 소거활성을 보였다. HK-A44
의 메탄올 추출물 실험 결과 2.5㎎/㎖에서 가장 높은 73%의 라디컬 소거활성을 보
였으며, 크게 유의적인 차이가 없는 것으로 확인되었다.
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Fig. 20. DPPH radical scavenging activity of actinomycetes methanol extract 
by ESR spectroscopy. 

Fig. 21. Hydroxyl radical scavenging activity of actinomycetes methanol 
extract by ESR spectroscopy.

Fig. 22. Alkyl radical scavenging activity of actinomycetes methanol extract 
by ESR spectroscopy.
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Ⅳ. 고찰

제주도 해안가는 암반 조간대가 대부분을 차지하고 있기 때문에 조수웅덩이가 주기
적으로 생성될 수 있는 조건을 갖추고 있으며, 크기 또한 다양하여 주변의 해양환
경과 육상 환경 조건에 따라 독특한 생태적 특성을 보이고 있다. 이러한 제주도의 
해안 생태계의 중요성과 특이성 때문에 상대적으로 많은 연구진들이 제주도 해양생
물 조사를 시도하였다. 본 연구에서는 제주도 해안을 중심으로 해양에 서식하는 모
래를 채집하여 그로부터 분리되어지는 해양유래 방선균의 다양성을 연구하였다. 
분리된 해양유래 방선균은 총 43 균주를 분리하였다. 해양에서 분리 되어진 대부분
의 분리균주들의 성장 온도 범위는 4℃～40℃까지 범위에서 성장이 가능하였으며, 
10~35℃ 범위에서 좋은 성장을 보였다. 염 농도 실험에서는 다양한 염분 농도에서
도 성장이 가능하였다. 최저 0%에서 최대 12.0%의 염 농도에서도 성장이 가능한 
광염성 미생물과 초기 생육 배지내에 염분이 있어야만 성장이 가능한 호염성 미생
물이 존재하였다. 분리되어진 방선균 배양액 색상은 노랑색, 빨강색, 주황색, 갈색, 
녹색, 분홍색, 보라색 등으로 육상 방선균주 배양액들과 비교해 보았을 때 매우 다
양한 색소를 생산했으며 대체적으로 기중균사체의 크림색, 하얀색, 회색, 노란색, 녹
색 계열의 색상을 나타냈다. 해양에서 분리된 방선균주 총 43종을 가지고 1차적인 
항균 실험을 거쳐서 항균 활성이 우수한 균주 3종 을 분리하였다. 분리된 균주 배
양액의 메탄올 추출물을 이용하여 항생제 내성 인체질병유발 세균 10종을 이용하여 
항균 활성을 평가하여, 그 결과 최종적으로 균주 HK-A13, HK-A43, HK-A44 균
주를 선정할 수 있었으며, 균주 동정 결과 HK-A13, HK-A43, HK-A44은 
Streptomyces 종(Species)들과 가장 유사한 특성을 보였으며, 최종적으로 Streptomyces 
sp. HK-A13 및 Streptomyces sp. HK-A43, Streptomyces sp. HK-A44 이라고 
각각 명명하였다. 분리균주 HK-A13, HK-A43 및 HK-A44의 배양학적 특성을 확
인한 결과 배양온도는 20℃~40℃, ple범위는 6~8에서 가장 좋은 생육도 및 항균활
성을 보였다. 그리고 균주 Streptomyces sp. HK-A13의 최적배양조건을 확인한 결과 탄소
원으로 자당, 질소원은 질산암모늄 첨가 시에 가장 좋은 생육을 나타냈었으며, 균주 
Streptomyces sp. HK-A43은 탄소원 첨가 시 생육에 큰 차이가 나타나지 않았으며, 질소원으
로는 맥아추출물, Streptomyces sp. HK-A44은 탄소원은 Streptomyces sp. HK-A43과 
마찬가지로 생육에는 큰차이가 나타나지 않았으며, 질소원으로는 효모추출물 첨가 
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실험구에서 가장 높은 생육도 및 항균활성을 보였다. 균주의 생육 및 생리활성물질 
생산을 위한 최적배양조건을 확인한 후, 배양 추출물의 생리활성을 평가하였다. 생
리활성 평가를 위해 균주 배양액 메탄올 추출물을 제조하였다. 또한 제주도내 넙치 
양식장에서 폐사한 넙치를 해부하여 연쇄구균증 원인균인 Streptococcus parauberis을 
분리 하였으며, 분리된 Streptococcus parauberis는 15종의 항생제 디스크를 사용하여 
항생제에 내성을 나타내는 43종의 균주를 분리하였으며, 그 중 Erythromycin, 
Oxytetracycline, Tetracycline에 내성이 있으며, 다제 내성이 있는  균주 총 10종
을 선별하여 항생제 내성 인체 유해 세균 10종과 함께 최소 억제농도를 측정 하였으
며, 그 결과 K-A13 균주의 메탄올 추출물 결과 SP-017 균주를 제외한 모든 시험 
균주에서 항균활성을 나타냈으며, Burkholderia cepacia의 균주에서 6.3 ㎎/㎖의 낮
은 농도에서도 항균활성을 확인 할 수 있었으며, HK-A43 균주의 메탄올 추출물의 
결과 Streptococcus parauberis SP-066, Micrococcus luteus CCARM 0022, 
Burkholderia cepacia CCARM 0226, Streptococcus faecium CCARM 0210에서 
50 ㎎/㎖의 농도에서 최소 억제 농도가 나타났고, HK-A44 균주의 추출물은 
Streptococcus parauberis SP-015, Streptococcus parauberis SP-044, 
Streptococcus parauberis SP-066, Micrococcus luteus CCARM 0022, 
Burkholderia cepacia CCARM 0226, Enterobacter cloacae CCARM 0253의 균주
에 50㎎/㎖의 농도에서 항균 활성을 나타냈다. 항산화활성 결과 Streptomyces sp. 
HK-A43 메탄올 추출물에서 가장 높은 DPPH radical 소거활성을 보였으며, 0.5 
㎎/㎖의 농도였을 때 93%의 매우 높은 라디컬 소거활성을 확인할 수 있었다. 
Hydroxyl radical 소거활성 결과 모든 실험구에서 농도 의존적인 라디컬 소거활성
특성을 보였으며, 2.5㎎/㎖에서는 83%, 80%, 78%의 높은 항산화활성을 확인할 수 
있었다. Alkyl radical 소거활성 결과 Streptomyces sp. HK-A13 메탄올 추출물에서 
가장 높은  라디컬 소거활성을 보였으며, 2.5㎎/㎖ 농도구에서는 86%의 소거활성을 
보였다. Streptomyces sp. HK-A43 메탄올 추출물의 실험 결과 농도 의존적으로 
항산화활성이 증가하는 양상을 보이고 있었으며, 0.25㎎/㎖ 투여 실험 결과에서 낮
은 라디컬 소거활성을 보였다. Streptomyces sp. HK-A44 메탄올 추출물의 실험 
결과 2.5㎎/㎖에서 가장 높은 73%의 라디컬 소거활성을 보였으며, 크게 유의적인 
차이가 없는 것으로 확인되었다. 천연물을 이용한 병원성 미생물 억제에 대한 연구
는 활발히 이루어지고 있으며, 본 균주보다 저농도에서 병원성 미생물을 저해하는 
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물질에 대한 연구가 진행되어 지고 있다. 하지만 이들의 대부분은 순수물질을 분리
하여 측정한 결과로 본 실험에 사용된 분리 방선균주의 상층액 및 추출물의 경우 
순수 물질이 아님에도 항생제 내성 병원성 세균에 대해 항균력을 나타내고 있으며 
추후 정제과정을 통해 순수 물질을 얻는다면 더욱 효과적인 항균 물질을 얻을 수 
있을 것이라고 사료되며, 본 연구를 통해서 제주도내 해양방선균의 생리학적 특성 
및 분리된 해양미생물의 생리활성을 확인하였으며, 본 실험에 사용된 균주의 좀더 
자세한 항생제 내성 세균을 억제하는 항균 물질 생산에 관여하는 다양한 요소들에 
대한 연구가 필요하다고 판단되며, 추가적으로 생물 접촉 실험 등을 통하여 생물전
구체로써의 이용 가능성을 검증 할 필요가 있다고 사료 된다.
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