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Abstract

 The purpose of this experiment was to select useful probiotic strains 

with antibacterial activity and acid resistance against a broad range of 

bacteria causing fish diseases to prevent bacterial diseases of fishes or 

improve their immune system for the efficiency of farming industry.  

 Five kinds of strains extracted from Kimchi, salted farmed flatfish, and 

salted fishes were used to study their antibacterial activity, bile resistance, 

and acid resistance, and Bacillus sp. IS-2 was finally selected to examine 

their cultural, morphological, genetic, and physiological characteristics.  In 

result of identification, Bacillus sp. IS-2 was identified as Bacillus subtillis, 

Bacillus velzensis, and Bacillus amyloliquefaciens and named Bacillus sp. 

IS-2.  In result of reviewing the optimal culturing conditions for maximum 

production of antibacterial materials, the source of carbon was 1% soluble 

starch; the source of nitrogen was 0.5% malt extracts and 0.5% NaNO3; the 

inorganic salt was 0.1% NaCl; the culturing temperature was 35℃; the initial 

pH of culture medium was 8; and the culturing time was 120 hours.   

The strains were added to the feed in the concentration of 103, 105, and 

107 CFU/kg and 2% of fishes were given the feed twice a day (8 AM and 5 

PM) for 12 weeks.  In result of the nonspecific immune response study to 

examine Lysozyme activity, Phagocytosis activity, and respiratory burst 

every two weeks until the end of the study, all test samples showed greater 

activities than control samples and improved immune activity with Bacillus 

sp. IS-2.  The mortality test performed by artificial infection using S.iniae, a 

pathogenic bacterium, after the completion of this study also showed over 

55% greater survival rate in all test samples.  In result of performing PCR 

using the universal primer to verify that the probiotic stays in the intestines 
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of the fishes, all test samples showed PCR product of 1465 bp.  Based on 

the above findings, it was concluded that Bacillus sp. IS-2 in the feed 

improved farmed flatfish's immune system and resistance against diseases as 

the probiotic.  Also, the physiological indicators discovered by this study 

would be useful for identifying the mechanisms of probiotics. 
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Ⅰ. 서 론

 

 국내 양식산업의 대표적 품종인 넙치는 국립수산과학원에서 1984년 인공종묘 생

산기술을 개발한 이후, 1990년대 초반부터 본격적으로 생산되기 시작하였으며, 활

어류 중 소비자 선호도가 가장 높은 어종이다. 연중 입식 및 출하가 가능한 고도의 

양식기술 개발과 시설 규모화가 진전된 품목으로 현재 지식경제부에서 육성하고 있

는 ‘세계일류상품’ 지정 품목이면서, 농림수산식품부에서 추진하는 농수산업 분야 

경쟁력 강화를 위한 5대 미래전략과제의 하나인 ‘품목별 대표조직 육성 정책’추진 

품목 중 수산업을 대표하는 품목이다.  통계청의 자료에 따르면 2001년 수산물 생

산량은 어업에서 1,991천톤 양식에서 655천 톤이 생산되었으며 2010년 생산량은 

어업에서 1,724천톤, 양식에서 1.370천톤으로 지난 10년 동안 어업생산량은 줄어

든 반면 양식 생산량은 100% 이상의 증가를 보이고 있다. (통계청 어업생산통계, 

어류 양식현황 조사,  2010) 어업 생산량의 정체 또는 감소 현상은 환경오염과 어

자원의 남획에 따른 것이기 때문에 현 수준 이상의 증가는 기대하기 어려운 실정임

에도 불구하고 양식 생산량의 증가는 소득수준의 향상에 따라 저지방 고단백 건강 

수산식품에 대한 수요의 증가와 생산성 기술이 향상함에 따라 매년 급증하고 있는 

추세이다. 

 양식생산량의 증가는 국가별 소득수준의 향상에 따라 저지방 고단백 건강 수산식

품에 대한 수요의 증가와 생산성 기술이 향상함에 따라 매년 급증하고 있는 추세이

며 세계적으로 1인당 1년 동안 수산식품의 소비량은 1992년에 13,5 kg이었지만, 

2002년에 16.0 kg으로 10년간 약 19% 증가하였으며, 2010년에는 17 kg으로 사

상 최고치를 경신했으며 평균 동물성 단백질 섭취량의 최소한 15%를 담당하면서 

30억명 이상에게 공급되고 있다고 밝혔다. ( FAO, 2011)

 이러한 넙치 양식 산업에 있어서 가장 문제가 되고 있는 것이 바로 어병으로 인한 

질병 폐사량 증가이다. 넙치의 폐사는 단기적으로 생산원가를 가중 시킬 뿐 아니라, 

장기적으로는 산업의 안정적 발전을 저해하는 요인으로 작용한다. 제주 양식넙치 

의 경우 폐사현황을 보면  2007년 3,869톤(생산량 2만825톤), 2008년 4,519톤(생

산량 2만4천184톤), 2009년 4,427톤(생산량 2만6천24톤), 2010년 5,601(생산량 
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2만2천139톤)으로 해마다 증가하고 있으며, 연도별 폐사율은 2007~2008년 15.7%

에서 2009년에는 14.5%로 낮아졌다가 지난해는 20.2%로 크게 높아졌다. 폐사로 

인한 피해액은 2007년 320억원, 2008년 294억원, 2009년 376억원, 2010년 513

억원으로 조사되었다. (제주어류양식수협과 해양수산연구원, 2011)

 양식산업에 있어 어류의 질병예방 및 치료를 위한 가장 일반적인 방법에는 항생제 

투여 등의 화학적인 방법과 백신요법이 있는데 (Newman, 1993; Eldar, 1995), 항

생제 요법인 경우 오남용에 따른 내성균의 출현(Smith 등, 1994)과 체내잔류

(Karunasagar 등, 1994; Witte 등, 1999) 등 사회적, 생태적으로 심각한 문제를 

유발하고 있어 그 사용이 규제되고 있는 실정이다(Aoki 등, 1990). 백신요법인 경

우 양식어류는 군집을 대상으로 투여하고 주로 면연력이 약한 자치어를 대상으로 

하기 때문에 백신투여가 매우 번거롭고 많은 인력이 필요한 실정이다. 또한 세균성 

질병의 복합적인 감염에 따른 효과적인 백신의 개발이 없어 어병예방과 치료를 위

한 대책으로서는 한계에 와 있다고 할 수 있다. 따라서 기존의 어병예방 및 치료의 

문제점에 대한 대안책으로 친환경적인 Probiotic 요법에 대한 관심과 연구과 최근 

많아지고 있다(Salminen 등, 1999)

  Probiotics란 숙주동물의 장내균총(intestinal microbes)을 개선시킴으로써 숙주

에게 유익한 영향을 주는 미생물 첨가제를 말한다(Fuller, 1989). Probiotics의 영

향은 유익한 균주를 투여하거나 장내에 정착 시켰을 때 병원성 세균이 장내에 정착

하고 증식하는 것을 억제시키고 유익세균의 성장하며 분비하는 여러 대사물질과 효

소들에 의해 숙주동물의 소화를 증대시켜 준다.

 Probiotics로서 많이 이용되어 온 미생물로는 Lactobacillus sp.(Ashenafi, 

1991;Chateau 등, 1993; Gildberg 등, 1997), Bacillus sp(Sugita, 1998), Vibrio 

alginolyticus(Austin 등, 1995; Gatesoupe, 1989), Carnobacterium sp.(Joborn, 

1997; Stoffels, 1992), 및 Pseudomonas flourescense(Gram 등, 1999) 등이 있

으며, 그 중 가장 많이 연구되고 이용 되어온 미생물은 유산균(lactic acid 

bacteria, LAB)이다(Ringo 등, 1998; Conway, 1996).

 Probiotics 균주로서 산업적으로 응용하기 위해 분리된 균주는 그람 음성, 양성 세

균을 저해할 수 있는 넓은 항균 스펙트럼을 갖고 있어야 하며, probiotics의 지속적

인 항균작용과 유익한 효과를 갖기 위해서는 pH가 낮은 위와 담즙 그리고 여러 가
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지 소화효소 등의 환경 조건에서도 생존하여야 하며, 어병치료를 위한 항생제 투약 

시기에도 생존하여야 한다. 즉, probiotics 균주가 갖추어야 할 또 다른 중요한 조

건은 내산성 및 내담즙성을 갖고 있어야 한다는 점이다(Verschuere 등, 2000).

따라서 본 연구에서는 양식 생산성을 높이고 양식 환경 개선에 도움이 되며, 넙

치 양식장 환경 개선용 생균제 균주를 개발하기 위해 넓은 항균 스펙트럼을 갖고 

있으면서 pH 내성 및 열안정성, 내염성 등을 갖고 있는 probiotic 균주를 어류의 

장내와 한국의 전통 발효식품 등에서 선별한 후, 생리 화학적, 배양학적, 형태학적

인 특성을 조사하고 분리된 probiotics를 각기 다른 농도로 사료에 첨가하여 양식 

현장에 사용하였을 때 나타나는 양식넙치의 면역 반응, 병 저항상을 조사하여 사료

첨가제로써의 응용성을 확인 하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

 2-1. Probiotic 균주의 분리 및 선정

  

   

 2-1-1. 미생물의 분리

   

생균제 후보균주를 분리하기 위하여 국내 전통발효 식품 및 식품원료인 김치, 젓

갈, 메주, 된장, 질금 등으로부터 미생물을 분리하였다. 채취한 샘플은 생리식염수로 

단계 희석하여 사용하였으며, 0~10%의 식염이 첨가된 Mann, Rogosa and Sharpe 

배지 (MRS, Difco)에 희석액을 100 ㎕ 유리 도말봉으로 도말하고 25, 30, 35℃에

서 48시간 배양하여 미생물을 분리하였다. 분리한 세균을 후보 생균제로 선발하기 

위하여 인공위액 및 인공담즙산 내성조사, 병원성 미생물에 대한 항균성 조사, 열안

정성 및 pH 내성조사 순으로 선발하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Scheme of isolation probiotics. 
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Bacteia name Strain NO.

Edwardsiella tarda KCTC 12267

Streptococcus iniae KCTC 3657 

Vibrio alginolyticus KCCM 40513

Vibrio anguillarium KCTC 2711

Vibrio campbellii KCCM 40864

Vibrio harvey KCCM 40866

Vibrio furnisii KCCM 41679

Vibrio salmonicida KCCM 41663

Streptococcus parauberis KCTC 3651

Table 1. List of strains used of antibacterial experiment

 2-1-2. 분리균주의 항균활성 측정

 실험에 사용된 균주는 어류 질병 미생물로 한국유전자은행인 KCTC (Korean 

Collection for Type Culture) 또는 KCCM (Korean Culture Center of 

Microorganisms)에서 분양 받아(Table 1) -70℃ Deep freezer에서 보관 (50% 

glycerol 및 10% DMSO)하여 실험에 사용하였다. 생균제 후보 균주로 분리된 미생

물과 분양 받은 미생물은 각각의 알맞은 배지에서 보관하였고(Table 2) 분리 균주

가 생산하는 배양액의 병원성 세균에 대한 억제 효과를 조사 위한 항균활성 실험은 

McFarland No. 0.5로 희석된 각각의 세균 현탁액을 멸균된 면봉을 사용하여 준비

되어진 Muller Hitone Agar(MHA) plate에 골고루 도말하고, 건조 후 멸균된 

paper disc (직경 8mm, Advantec, Japan)에 분리된 균주의 배양액 50㎕을 접종하

여 각 배양온도에 맞춰 24시간 배양하여 clear zone을 caliper로 측정하였다. 

caliper로 측정된 clear zone은 paper disc의 직경도 포함 하였다.
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Media Comporiton (Per liter) Remarks

MRS Broth

Peptone                          10g

Bacto beef extract               10g 

Yeast extract                    10g 

Dtrose 

Tween 80                         1g

Difco, USA

NB (Nutrient Broth)
Beef Extract                      3g

Peptone                           5g
Difco, USA

MB(Marine Broth)

Peptone                           5g

Yeast Extract                      1g

Ferric Citrate                    0.1g

Sodium Chloride               19.45g

Magnesium Chloride              5.9g

Magnesium Sulfate              3.24g

Calcium Chloride                 1.8g

Potassium Chloride             0.55g

Sodium Bicarbonate             0.16g

Potassium Bromide              0.08g

Strontium Chloride              34mg

Boric Acid                      22mg

Sodium Silicate                   4mg

Sodium Fluoride                2.4mg

Ammonium Nitrate              1.6mg

Disodium Phosphate              8mg

Difco, USA

TSB (Tryptic Soy Broth)

Pancragic Digest of Casein       15g

Papaic Digest of Soybean          5g

Sodium Chloride                  15g

Difco, USA

BHIB (Brain Heart Infusion)

Calf Brains, Infusion from 200g  7.7g

Beef Heart, Infusion from 250g  9.8g

Proteose Peptone               10.0g

Dextrose                         2.0g

Sodium Chloride                 5.0g

Disodium Phosphate              2.0g

Difco, USA

SS (Salmonella Shigella)

Beef Extract                       5g

Pancreatic Digest of Casein      2.5g

Peptic Digest of Animal Tissue  2.5g

Lactose                          10g

Bile Salts Mixture               8.5g

Sodium Citrate                  8.5g

Sodium Thiosulfate              8.5g

Ferric Citrate                     1g

Neutral Red                   0.025g

Agar                            13.5g

Briliant Green                0.330mg

Difco, USA

Table 2. Compositions of bacterial media
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 2-1-3. 인공 위액 및 인공 담즙산에 대한 내성, 내염성, 내열성, 용혈성

 인공 위액에 대한 내성 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 0.005M sodium 

phosphate buffer를 HCl로 보정하여 만든 pH 2.0∼7.0의 NB 배지에 각 균주 

(10
8cfu/ml)를 10배 희석하여 접종하여 30℃에 30분 방치한 후 NA에 도말하여 균

수를 측정하여 생존율이 10배 이상 낮아지지 않는 것을 양성으로 판정하였다. 

 인공 담즙산에 대한 내성 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 1∼3% bilt 

salt가 포함된 NB 배지에 각 균주 (10
8cfu/ml)를 10배 희석하여 접종하여 30℃에 

30분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 10배 이상 낮아지지 않

는 것을 양성으로 판정하였다. 

 내염성에 대한 조사는 분리된 각각의 미생물을 이용하여 0∼50 ppt (part per 

thousand)의 NaCl이 포함된 NB 배지에 각 균주 (108cfu/ml)를 10배 희석하여 접

종하여 30℃에 30분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 10배 이

상 낮아지지 않는 것을 양성으로 판정하였다. 

 내열성 조사는 각각의 미생물 (108cfu/ml)을 saline에 10배 희석하여 접종한 다음 

60℃ 항온수조에 30분 방치한 후 NA에 도말하여 균수를 측정하여 생존율이 1/10

배 이하로 낮아지지 않는 것을 양성으로 판정하였다. 

 용혈인자(Hemolysin) 활성 조사는 면양 적혈구를 5% 첨가한 평판에(Hanil 

Komed, korea) 균을 도말한 후 30℃에서 48시간 배양하였을 때 나타나는 용혈환

의 유무로 확인하였다.   
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 2-1-4. 공시균주의 선정

항균활성 및 위액과 담즙산에 대한 내성, 내염성, 내열성, 용혈성, 항생제 감수성 

테스트를 통해 생균제가 가져야할 특성을 확인한 후 활성이 가장 뛰어난 Bacillus 

sp. IS-2 균주를 본 연구를 위해 선발하였다.
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 2-2. Bacillus sp. IS-2의 동정

 2-2-1. 형태학적 특성

 SEM (Scanning Electron Microphotography, JSM-6700JEOL Ltd.)을  통해 미

생물의 형태학적 특성을 관찰하였다. 고체배지에 Membrain filter(Adventech)를 올

려 그 위에 백금이를 이용하여 균을 도말하였다. 균의 성장 특성에 따라 집락이 나

타나기 이전에 전처리를 행하였다. 먼저 filter를 0.5× 0.5cm 되도록 절한 한 뒤, 

2.5% glutaraldehyde 용액에 담구어 1시간 고정시킨다. 그 다음 1 M phosphate 

buffer로 2회 세척한다. 이를 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100%의 ethylalcoho로  각

각 1시간동안 탈수시킨다. 탈수시킨 filter를 isoamylacetate와 100% EtOH가 1:1

로 혼합된 용액에 1시간 담근 후, 100% isoamyl acetate 용액에 1시간 방치한다. 

마지막으로 CO2 gas를 이용해 건조시키고 백금을 처리하여 전자현미경으로 관찰하

였다. 

 2-2-2. 생리학적 특성

 공시균주의 동정을 위해 그람염색, catalase test, 포자유무, 운동성, 전자현미경 

관찰 등 형태학적 특성을 관찰 하였고 당 발효능과 같은 생화학적 성상은 API 

50CHB(Biomerieux, France)을 이용하여 분석법에 따라 시행하였다. 
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 2-2-3. 16S rRNA 염기서열 분석 

 16S ribosomeal RNA 분석은 Gnomic DNA Extraction kit(Bioneer, korea)를 

사용하여 Chromosomal DNA를 분리한 후, Bacterial 16S rDNA universal 

primer를 이용하여 16S rDNA를 증폭시켰다. 합성된 oligonucleotides의 각각의 

primer는 forwardprimer(27F): 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 

reverseprimer(1492R):  5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로 구성

되었으며 각각의 0.5 μM primer, 200 μM deoxynucleoside triphosphate, Taq 

DNA polymerase(Bioneer,Korea) 3㎕를 사용하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응

조건은 94℃에서 5분 predenaturation, 30cycle 동안 94℃에서 45초 

denaturation, 50℃에서 45초 annealing, 72℃에서 45초간 extention 하였으며, 다

시 72℃에서 5분간 extention 하였다. 증폭된PCR product는 ethdium bromide가

첨가된 상태에서 전기영동하여 1% agarose(promegaCO.,USA) gel에서 확인하였

다. 이후 AccuprepTM PCR purification kit(Bioneer,Korea)을 이용하여 PCR 

product에 남아있는 primers, nucleotides, polymerase, salts를 제거하여 정제하

고 30㎕에 elutionbuffer(10mM 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 

sequencer를 사용하여 PCR product의 염기서열을 분석하였다. DNA 염기서열의 

homology 분석은 BLAST online program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)를 

이용하였다. 그 다음 ClustalW software를 사용하여 염기서열을 배열한 후 

MEGA3 program (Ver 3.0)을 이용하여 phylogenetic tree를 작성하였다. 
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 2-3. 조건에 따른 Bacillus sp. IS-2의 생육과 항균활성 검토

 미생물의 최적 배지성분의 검토는 glucose 0.5%, yeast extract 0.1%, 

MgSO4·7H2O 0.02% 배지를 함유한 GY(glucose 0.5%, yeast extract 0.1%)배지

를 사용하였다. 항균물질의 생산의 측정은 paper disc 확산법, agar spotted 

method 등 liquid culture method를 병행하여 실시하였다.

 Liquid culture method는 피검균 배양액을 10 ㎖ MHB(Difco, USA)에 2% 접종

하고, 공시균주 배양액을 3500 rpm에서 15분간 한 후, 0.45 ㎛ pore size 

filter(Adventec, USA)로 제균하였다. 이 배양 상등액을 다시 2% 첨가하여 25℃ 6

시간 배양하고 피검균의 생육도를 660 nm에서 측정하여 다음과 같은 방법으로 저

해율을 계산하였다. 

Inhibition rate(%) = (Co - C) / Co x 100

(Co: 대조구 O.D. ; C: 항균물질 처리 후 배양한 O.D.)

 2-3-1. 탄소원의 배지조성

 배지의 탄소원으로 GY배지에 glucose, sorbitol, mannitol, soluble starch, 

xylose, maltose, lactose, fructose, arbinose, raffinose, sucrose, rhamnose, 

mannose 및 galactose 등을 각각 1% 첨가하여 30℃, 150rpm으로 24시간 배양 

한 후 배양액의 탁도를 660 nm에서 측정하였으며 Liquid culture method를 시행

하여 항균물질의 생산을 알아보았다. 대조구는 glucose가 첨가되지 않은 배지를 사

용하였다.
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 2-3-2. 질소원의 배지조성

질소원은 NH4Cl, (NH4)2SO4, NH4NO3, NaNO3, (NH4)2C2O4, malt extract, yeast 

extract, asparagine 및 peptone 등을 0.5% 첨가하여 30℃, 150rpm으로 24시간 

배양 한 후 배양액의 탁도를 660 nm에서 측정하였으며 Liquid culture method를 

시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다. 대조구는 GY배지에서 yeast extract가 

첨가되지 않은 배지를 사용하였다.  

 2-3-3. 무기염의 배지조성

 무기염은 CuSo4·5H2O, KH2PO4, CaCl2·2H2O, MgCl2·6H2O, FeSO4·7H2O 

,MgSO4·7H2O, NaCl, CoCl2·6H2O 등을 0.1%첨가하여 30℃, 150rpm으로 24시간 

배양한 후 배약액의 탁도를 660 nm에서 측정하였으며 Liquid culture method를 

시행하여 항균물질의 생산을 알아보았다. 대조구는 GY배지에서 MgSO4·7H2O가 첨

가되지 않은 배지를 사용하였다.  

 2-3-4. 최적 pH, 온도에 따른 성장과 항균물질 생산

공시균주의 최적 배양조건은 250 ㎖ 삼각플라스크에 150 ㎖의 액체배지를 넣고 

0.1 N HCl 과 0.1 N NaOH 용액으로 배지의 초기 pH를 4~9의 범위로 조적하여 

121℃, 15분 동안 멸균하였다. 제조한 액제배지에 최종 선정균주의 전배양액을 1% 

접종하고 30℃, 150 rpm에서 24시간 배양한 후, 660 nm에서 배양액의 탁도를 측

정하였으며 항균물질 생산을 검토하였다. 최적 배양온도는 20∼50℃의 범위에서 

조건을 확인 하였으며, pH 영향은 최적 배양온도 방법과 동일하게 검토하였다. 
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 2-3-5. 배양시간에 따른 항균물질의 생산

 

 배양시간이 항균물질의 생산에 미치는 영향은 공시균주의 전배양액을 최적배지에 

최적온도에 24시간 배양한 뒤, 6시간 간격으로 시료를 채취하여 4000 rpm에서 원

심 분리하여 상등액을 0.45 ㎛ pore size filter(Adventec, USA)로 여과하여 항균

활성 측정시료로 사용하였다. 측정법은 agar spotted method를 이용하였다. 

MHA(Difco)에 각 dbgoaltodafn을 50 ㎕씩 접종하고 무균적으로 배지에 구멍을 내

어 항균활성 측정시료를 100 ㎕ 씩 떨어뜨려 30℃ 24시간 배양하여 투명환의 직경 

(mm)을 측정하였다.

 2-3-6. 항균물질의 첨가에 따른 피검균 (S. iniae)의 세포형태 관찰

 MHA (Difco, USA)에 S .iniae 균을 접종한 후 항균물질이 최대로 분비되는 배양

시간 후의 피검균의 세포형태 변화를 SEM으로 관찰하였다. 
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 2-4. Bacillus sp. IS-2의 첨가에 따른 양식넙치의 면역반응과 병저항성 

 2-4-1. 실험어 사육관리

  본 실험은 제주도 함덕리에 위치한 해양과환경연구소에서 수행하였고, 실험어로 

사용된 넙치는 제주도 위미리에 위치한 (주)금강수산에서 분양을 받았다. 실험 시작 

전에 사용한 넙치는 실험 환경에 적응시키기 위해 약 2주일 동안 기초사료를 공급

하여 순치 시켰으며, 실험 시작 전 넙치의 평균 무게는 210±13 g 이었다. 사육 수

조는 1000L 원형수조를 사용하였고, 각 수조당 70마리씩 수용하였으며, 사육수량

은 1일 3회 환수, 충분한 산소 공급을 위하여 통기 하였다. 실험 기간 중의 수온, 

용존산소(dissolved oxygen, DO), pH, 염분을 매일 측정하였으며, 

YSI(YSI-556MPS)를 사용하였다. 실험 기간 중 사육 온도는 11.8-21℃, 염분은 

33.64-35.01‰, pH는 7.97-8.45, DO는 6.78-9.26 이였다. 사료는 1일 2회 (오전 

8시, 오후 5시) 어체 중의 2%씩 공급 하였으며, 실험 사육은 총 12주 동안 수행 

하였다.

 2-4-2. 실험사료 제작 및 투여방법

사료 제작을 위하여 시판하고 있는 넙치용 배합사료에 (조단백질 52%, 조지방 

11%, 조섬유 3%, 조회분 14%, 인 2.7%, 칼슘 1.5%, Suhyup Co, KOREA) 대량 

배양 된 분리균주인 Bacillus sp. IS-2(1×109 CFU/㎖)을 각각 첨가하여 103, 105, 

107 CFU/kg 실험 사료를 제작 하였다. 대조구에는 유용미생물을 첨가하지 않은 일

반 사료를 투여 하였으며 실험이 시작 된 후부터 사료 투여는 1일 2회 (오전 8시, 

오후 5시) 어체중의 2%씩 공급 하였으며, 실험 사육은 총 12주 동안 수행 하였다. 
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 2-4-3. 성장도 조사 및 혈액학적 분석

 실험어의 성장도 조사와 채혈은 2주 간격으로 실시하였으며, 혈액학적 성분 분석

은 넙치는 실험이 종료되는 12주째까지 측정하였다. 성장도 조사와 함께 혈액성분 

분석을 위하여 실험어를 채혈하기 전까지 약 24시간 동안 절식시켜 무작위 선발하

여 미부정맥에서 혈액을 채혈하여, 자동 혈액 분석 장치 (Ch 100 plus, Daewang 

metitecq. Korea)를 이용하여 혈액분석을 실시하였다. 혈청 성분의 분석을 위하여 

채혈한 혈액을 항응고제가 처리되지 않은 원심분리관에 넣고 실온에 30분간 방치

한 후 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 냉장보관하면서 16시간 이내에 분석하

였다. 혈청성분은 자동 혈액분석기를 사용하여 총단백질 (total protein), 당 

(glucose), 인 (phosphorus), 총콜레스테롤 (Total cholesterol), 중성지방 

(triglyeride; TG), HDL-C (high density cholesterol), LDL-C (low density 

cholesterol), 및 간지수인 AST (aspeartate aminotransferase), ALT (alanine 

aminotransferase)를 분석 하였다. 혈액학적 성분 분석은  측정 24시간 전에 절식

시킨 후 2-phenoxyethanol (Sigma. USA)로 마취시켜 측정하였다. 성장도 조사방

법은 각 실험구에서 무작위로 10마리를 선발하여 실험어의 전장, 무게를 측정하여 

평균을 내였다. 

 2-4-4. Respiratory burst activity

 어류 식세포 작용을 알아보기 위하여 respiratory burst activity를 Anderson과 

Siwicki (1996) 실험법에 따라 분석하였다. 실험어의 미부에서 채취한 전혈을 

1.5ml 마이크로튜브에 넣고 0.2% NBT (Nitroblue tetrazolium, Sigma)를 전혈과 

1:1로 되게하여 30분간 상온에서 반응시킨 후, 1ml dimethyl foramide를 넣고 반

응을 정지시킨다. 그런 다음 2000 rpm에서 5분간 원심분리 한 후 상층액을 수거하

여 540nm에서 micro-reader (Packard SpectrocountTM)로 흡광도 값을 측정한다. 

Blank는 dimethyl foramode로 하고, Control은 NBT시약을 사용하였다.
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 2-4-5. 혈청의 lysozyme 활성 

 

 체액성 면역 반응에 관여하는 인자로 라이소자임은 세균벽의 N-acetylmuramic 

acid와 N-acetylglyglucosamine사이의 베타-1,4결합을 분리하여 세균을 사멸시키

는 효소로 그람양성균에 대한 항체 및 보체 활성을 증가 시켜주고, 식세포의 식작

용을 증가시킨다. 실험 방법은 kumari와 Sahoo (2005) 방법에 따라 Micrococcus 

lysodeikticus (Sigma)를 0.02 M sodium citrate buffer (pH 5.5)에 0.2 mg/ml가 

되게하여 M. lysodeikticus solution을 만든다. 체표 점액을 채취하여 이 시료의 5

배 되는 PBS에 넣고 균질화 한다음 12,000 x g에서 20분간 4℃에서 원심분리 후 

상층액을 측정 시료로 사용하였다. 점액과 serum을 각각 15㎕씩 96 well plate에 

분주한 후 즉시 M. lysodeikticus solution을 150㎕ 넣고 450nm에서 흡광도를 측

정한 후 24℃에서 5분 간격으로 흡광도를 측정하여 흡광도 값이 감소하기 직전의 

값을 lysate time으로 정하여 흡광도 값을 얻어, Lysozyme의 활성 단위를 분당 

0.0001의 흡광도 감소를 나타내는 효소의 양으로 정의하였다. 

 2-4-6. Phagocytosis activity 

 실험어에서 채취한 혈액에서 분리된 leucocyte을 이용하여 Seeley et al. 방법에 

따라 실시 하였다.  hitopaque 1.119 (Sigma)와 분리된 혈액 샘플을 1:1로 섞어 

400g 30min 15℃의 조건으로 원심분리 해준 다음 분리 층을 파스퇴르 pipet을 이

용하여 MNC 의 cell을 분리 한다. 1×HBSS (MNC의 3배)로 3회 washing 후, 

cell counting을 통해 계수 한 다음, Cong red 염색약으로 염색된 yeast cell을 

20:1의 비율로 room temperature에서 1시간 반응을 하여 Phagocytosis를 유도 

한다. 그 후 1 ml ice-cold HBSS와  1 ml  histopaque (1.077)을 각각의 sample

에 더해준 다음 850g 5분 동안 원심분리를 시켜 반응이 유도된 yeast cells를 분

리하여 최종적으로 510nm의 흡광도 값을 이용하여 Phagocytosis를 수치화 하여 

나타내었다. (Using trypsin–EDTA as a blank.)



- 18 -

 2-4-7. 어병세균에 의한 공격실험

 넙치의 항병력에 미치는 영향을 알아보기 위하여 현재 양식장에 발병 빈번도가 가

장 높은 그람양성 세균인 Streptococcus iniae (KCTC 3657) 이용하여 공격실험을 

실시하였다. 균액은 10
5CFU/ml의 농도가 되도록 멸균 생리식염수에 현탁 한 후, 

공격 실험용액으로 사용하였다. 공격실험은 사료투여 후 12주 후에 실시하였으며 

대조구을 비롯하여 실험구에서 무작위로 30마리씩 선정하여 1ml 주사기를 이용하

여 각 마리당 200㎕씩 복당 주사한 후 20일 동안 누적 폐사율을 조사하였다.

 2-4-8. 사료 첨가 내 사용된 공시 균주의 장내 확인 

 사료 첨가제로 사용된 Bacillus sp. IS-2의 장 내 생존을 확인하기 위해 실험이 

종료 된 후, 각각의 실험구의 실험어 장을 분리 하여 MRS 배지에 16시간 동안 배

양 후, 7,000 ×g 15 min. 4℃의 조건으로 원심 분리 하여 균체를 수집하였다. 수

집된 균체를 GnomicDNA Extraction kit (Bioneer,Korea)를 사용하여 

Chromosomal DNA를 분리한 후, Universal primer를 이용하여  PCR을 수행하였

다. 합성된 oligonucleotides의 각각의 primer는 7F 5'- AGA GTT TGA TCA 

TGG CTC AG -3' 1492R 5'-GGA TAC CTT GTT ACG ACT T -3'로 사용하

였다.

 

 2-4-9. 통계처리

 해양연구소에서 사육한 넙치의 성장 및 분석 결과의 통계처리는 SPSS (SPSS 

INC., Version 12.0) program을 이용하여 독립 검정을 실시하여 t-test (P<0.05)

로 평균간의 유의성을 검정하였다. 결과 값은 평균값±표준편차 (mean±S.D)로 나

타내었고 백분율 값은 arscine 변형 값으로 계산하여 통계분석 하였다
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Strain Name Isolation source
Isolate 

temperature
Isolate medium

IS-1 Kimchi 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

IS-2 Jeotgal (Squid) 30℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

IS-3 Kimchi 30℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

IS-4 Flounder intestine 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

IS-5 Flounder intestine 25℃ MRS (0%(v/v)NaCl)

Table 3. Isolated strains and isolation condition.

Ⅲ. 결과 및 고찰

 3-1. Probiotic 균주의 분리 및 선정

 

 3-1-1. 미생물의 분리

  각종 발효 식품 및 어류의 장에서 분리한 균주는 총 5종을 1차 분리 하였다

(Table 3). 김치에서 2종이 분리되었으며, 젓갈에서 각각 1종, 넙치 어류의 장에서 

2종이 분리되었다. 분리균주는 25 ~35℃의 배양온도에서 MRS agar에 생육속도가 

빠르고 뚜렷한 단일 집락을 형성하였다. 
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 3-1-2. 분리균주의 항균활성 측정

 분리균주 중에서 skim milk 평판배지에서 명료하고 뚜렷한 투명환이 생성됨과 동

시에 생육속도가 빠른 균주를 2차 분리하였다(Table 4). IS-2, IS-3, IS-4는 다른 

균주에 비해 skim milk 배지에서 넓은 투명환과 빠른 생육을 보였으며, S.inie, 

E.tarda, V.anguillarium 등  7종의 어류 질병 유발 세균에 대하여 항균활성이 뛰어

나 후보균주로 선택하였다. V.alginolyticus 와  V.salmonicida는 모든 분리균주에

서 항균활성을 보이지 않았으며, IS-2와 IS-3은 7종의 병원균에 대한 항균활성이 

높았다.

 Skim milk 첨가배지에서 투명환이 뚜렷한 균주의 선별은 목적으로 하는 유해미생

물의 균체 단백질을 용해시키는 역할을 조사하기 위함으로 투명환이 뚜렷하고 넓을

수록 protease 활성이 높다고 할 수 있다. 따라서 공시균주 IS-2, IS-3, IS-4를 이

용하여 사료 첨가 내 가능성을 확인 하였다. 
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Strains
Growth 

rate1)

Protease 

activity2)

Inhibitory zome (mm)

P13) P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

IS-1 + + - 3.8 - - 3.1 4.5 - - 4.5

IS-2 ++ +++ 5.5 10.2 - 10.4 6.7 4.6 2.2 - 8.9

IS-3 ++ ++ 4.9 8.1 - 6.4 7.1 4.1 2.6 - 6.5

IS-4 ++ ++ 6.3 9.6 - 5.5 4.5 4.2 - - 5.5

IS-5 + + 3.7 6.1 - 5.1 6.2 4.2 - - 4.7

Table 4 . Antimicrobial activity of isolates 

1)Growth rate: + slow, ++ medium, +++ fast. 2)Protease activity was expressed 

as the diameter of inhibition zone on skim milk agar : +8~10 mm, ++ 10~12 mm, 

+++ 10~12 mm 3)Tested strains = P1: Edwardsiella tarda KCTC 12267 P2: S.iniae 

KCTC 3657 P3: V.alginolyticus KCCM 40513 P4: V.anguillarium KCTC 2711 P5: 

V.campbellii KCCM 40864 P6: V.harvey KCCM 40866 P7: V.furnisii KCCM 41679 

P8: V.salmonicida KCCM 41663 P9: S.parauberis KCTC 3651 
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 3-1-3. 인공 위액 및 인공 담즙산에 대한 내성, 내염성, 내열성, 용혈성

 선정된 3개의 공시균주를 그람염색, Catalase, 생장세포 상태서의 60℃ 열안정성, 

hemolysin 생산성 여부, 인공위액 및 담즙산 내성, 내염성을 조사하였다(Table 5). 

선발된 3종의 균주는 그람염색에서 양성, catalase 생산력에서 양성 반응을 보였고, 

포자상태가 아닌 생장세포 상태에서도 60℃에서 30분간 처리하였을 때 미생물 함

량이 Log 1이하로 감소되지 않는 열안정성을 보였다. 또한 1% 인공위액과 3% 담

즙산에 대한 내성을 보였다. 양식어류와 사람에 대한 안전성을 확인하기 위하여 

hemolysin 생산력을 조사하였는데 모두 음성반응을 보여 안정성을 입증하였다(Fig. 

2). 분리균주의 항균활성, Protease 활성 및 사료 첨가 가능성을 확인 해 본 결과

를 토대로 공시균주 IS-2를 본 연구의 대상으로 최종 선정하였다. 

Characteristics IS-2 IS-3 IS-4

Source Jeotgal (Squid) Kimchi Flounder intestine

Gram staining + + +

Catalase activity + + +

Heat stability(60℃) + + +

Hemolysin activity - - -

Bile tolerance(3%) + + +

Artificial gastric juice 

tolerance(1%)
+ + +

Salinity(50ppt) + + +

Table 5. Biochemical properties of isolates 
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 3-1-4 공시균주의 선정

 항균활성 및 위액과 담즙산에 대한 내성, 내염성, 내열성, 용혈성 테스트를 통해 

생균제가 가져야할 특성을 확인한 후 활성이 가장 뛰어난 Bacillus sp. IS-2 균주

를 본 연구를 위해 선발하였다.
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 3-2. Bacillus sp. IS-2의 동정

 3-2-1. 배양학적, 형태학적 특성

  

 공시균주 IS-2의 고체배지의 colony 성상을 Fig.2에 나타내었다. (A), (B)는 1.5% 

NaCl을 첨가한 MRS 배지에서 생육한 사진인데, 집락의 모양은 부정형(inregular)

의 형태를 보였으며, 집락의 주변(margin)은 열편(lobate)형태를 보였다. 또한 집락

의 가장자리가 불규칙하고 불록 솟아 있었으며, 백금이를 취하였을 때 점성

(viscosity)을 띄는 특성을 보였다. (C)는 skim milk 배지에 공시균주를 배양한 사

진이며, (D)는 IS-2를 면양혈청배지에 도말한 그림으로 비용혈성을 나타내었다. 

 공시균주의 형태학적 특성은 30℃에서 MRS 배지에서 배양한 후 SEM을 통해 관

찰하였다(Fig.3). 형태는 단간균의 형태를 보였으며, 길이는 1.5~3.5 ㎛ 폭은 

0.6~0.9 ㎛로 나타났다. 또한 균주 세포벽 외부에 점질물질이 생성되는 특징을 볼 

수 있었다. 
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Fig. 2. Cultural characterization  of Strain IS-2. Cells were grown at 30℃ for 24 

hours  (A),(B) MRS agar (C) Skim milk agar (D) Blood plate agar  

Fig. 3. Scanning electron micrograph of Strain IS-2. Cells were grown at 30℃ for 

24 hours.
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 3-2-2. 생리학적 특성

 

 공시균주의 생리학적 특성을 검토한 결과는 Table 6과 같다. 생육온도의 범위는 

20 ~ 45℃이었고, 생육 pH 범위는 6 ~ 10이였으며, 염농도 7%까지 생육이 가능

하였다. 또한 미생물 동정용인 kit인 API 50CHB(Biomerieux, France)을 이용하여 

실험 한 후 그 결과를 판독 하였다. 
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No. Test Composants actifs result (+/-)

0 Control -

1 GLY Glycerol -

2 ERY Erythritol -

3 DARA D-Arabinose -

4 LARA L-Arabinose +

5 RIB Ribose +

6 DXYL D-Xylose -

7 LXYL L-Xylose -

8 ADO Adonitol -

9 MDX β Methyl-D-xyloside -

10 GAL Galactose +

11 GLU Glucose +

12 FRU Fructose +

13 MNE Manose +

14 SBE Sorbose -

15 RHA Rhamnose +

16 DUL Dulcitol -

17 INO Inositol -

18 MAN Mannitol +

19 SOR Sorbitol +

20 MDM α Methyl-D-mannoside -

21 MDG α Methyl-D-glucoside +

22 NAG N Acetyl glucosamine +

23 AMY Amygdalin +

24 ARB ArbutiN +

25 ESC Esculin -

26 SAL Salicin +

27 CEL Cellobiose +

28 MAL Maltose +

29 LAC Lactose +

30 MEL Melibiose +

31 SAC Sucrose +

32 TRE Trehalose -

33 INU Inulin -

34 MLZ Melezitose -

35 RAF Raffinose -

36 AMD Starch -

37 GLYG Glycogen -

38 XLT Xylitol +

39 GEN Gentiobiose -

40 TUR D-Turanose -

41 LYX D-Lyxose -

42 TAG D-Tagatose +

43 DFUC D-Fucose -

44 LFUC L-Fucose -

45 DARL D-Arabitol -

Table 6. Physiological characteristic of Strain IS-2.
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 3-2-3. 16S rRNA 염기서열 분석 

 

 공시균주 IS-2의 16S ribosomal RNA PCR 증폭을 통해 얻은 1399bp 염기서열

을 NCBI (National Center Biotechnology Information)의 Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST)를 이용하여 분석한 결과 Bacillus subtillis, 

Bacillus velzensis, Bacillus amyloliquefaciens와 100% 상동성을 보였다. 

Bacillus 속에서 분리균(IS-2)과 가장 근연종으로 나타난 type strain(Bacillus 

subtillis, Bacillus velzensis, Bacillus amyloliquefaciens) 16S rRNA 염기서열과 

Bacillus속의 type strain 16S rRNA 염기서열을 갖고 계통수를 작성하였다(Fig. 

4). 결과적으로 분리된 Bacillus sp. IS-2는 위 균주와 동일종으로 판단 할 수 있

다. 그러나 생리·생화학적 분석 결과를 두고 보았을 때 기존에 청국장에서 분리된 

(B.H Bang et al., 2011) B. subtillis 와  생리-생화학적 결과를 두고 보았을 때 

다른 특성을 나타내어 동일 균주라 부르기엔 어려움이 있을 것으로 사료된다. 

Bacillus 종을 동정하는데 있어 16S rRNA 염기서열만으로 크게 한계가 있기에 세

포 지방산 분석 및 DNA-DNA hybridization의 추가실험을 통해 정확한 균의 동정

을 할 필요가 있다고 사료된다. 
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Fig. 4.  Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences 

showing the position of strain IS-2 within the radiation of the genus Bacillus. 

Bootstrep percentage (from 1000 replications)>50% are shown at branch points. 

Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position.
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 3-3. 조건에 따른 Bacillus sp. IS-2의 생육과 항균활성 검토

 Bacillus sp. IS-2가 최적으로 분비할 수 있는 항균물질 생산을 위하여 요구되는 

영양원을 탄소원, 질소원, 무기염으로 나누어서 균 생육과 항균활성을 측정하였다. 

또한 최적 배양조건을 온도와 pH를 다르게 하여 균 생육과 항균활성을 검토하였다. 

최적 배지성분 검토는 glucose 0.5%, yeast extract 0.1%, MgSO7H2O 0.02%를 

함유한 GY배지를 사용하였다. 

 3-3-1. 탄소원의 영향

 

 각종 배지성분은 항균물질생산에 중요한 것으로 알려져 있기 때문에 탄소원의 종

류가 미생물의 생육에 미치는 영향을 조사하여 Fig.5에 나타내었으며 대조구는 GY

배지에 탄소원을 제외시킨 비지를 사용하였다. 

 Bacillus sp. IS-2는 탄소원 중에서 Soluble starch, Raffinose, Lactose 등의 첨

가 순으로 잘 이용 하였으나 Fructose, Arbinose 등의 순서로 생육에 영향을 미치

지 않는 것으로 나타났다. 그리고 S.iniae 에 대한 항균활성을 조사한 결과, 

Soluble starch, Mannose 및 Raffinose 등을 첨가한 시험구에서 높게 나타났다. 

따라서 위의 결과로 Bacillus sp. IS-2의 항균활성은 균의 생육과 관계가 깊은 것

으로 판단되었으며, 최종적으로 최적 탄소원은 Soluble starch로 결정하였다. 

Bacillus sp. IS-2의 생육 및 항균활성에 가장 효과적인 Soluble starch의 최적 첨

가 농도를 검토한 결과 (Fig. 6)  1% 첨가가 균 생육이 높았으나 2~4%는 1%에 

비해 미치지 못하였으며 5% 첨가구 역시 1%에 비해 큰 값을 나타내지 못하였다. 

따라서 Soluble starch의 최적 첨가농도를 1%로 결정하였다. 

 기존에 보고에 의하면 (Jho et al, 1991) 탄소원으로 glucose가 첨가되었을 때 

streptococcin A-FF22 생산이 증대되는 반면, streptococcin B-74628의 경우에

는 감소하는 것으로 보아 항균물질은 미생물의 종류에 따라 최적 탄소원의 종류 또

한 다양한 것으로 사료된다. 
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 Fig 5. Effect of various carbon sources on cell growth and antibacterial activity of 

culture broth of the isolated B. subtillis sp. IS-2. 

A: Control, B: Lactose, C: Soluble starch, D: Sorbitol, E: Glucose, F: Mannose G: 

Maltose, H: Raffinose, I: Xylose, J: Fructose, K: Arbinose, L: Sucrose, M: 

Rhamnose, N: Galactose

Fig 6. Effect of concentrations of soluble starch on cell growth and antibacterial 

activity of culture broth of the isolated B. subtillis IS-2.  

 

 



- 32 -

 3-3-2. 질소원의 영향

 Bacillus sp. IS-2 균주의 생육에 미치는 질소원의 영향을 검토하여 Fig. 7에 나

타내었다. 대조구는 GY배지에 1% soluble starch를 첨가하고 질소원을 제외한 배

지를 사용하였다. 균주의 생육은 NaNO3, malt extract 첨가 순으로 성장이 높은 

것을 확인하였으며, 항균활성은 대조구를 제외하고 모든 실험구에서 35∼50%의 항

균활성을 나타내었다. 질소원을 전혀 첨가하지 않은 대조구만 보았을 경우 탄소원

을 제외한 대조구 배지에서 생육보다 낮은 생육을 보이고 있어 질소원 첨가가 

Bacillus sp. IS-2의 생육에 중요한 역할을 한다고 생각된다. 실험구 중에서 비교하

였을 경우 peptone 및 malt extract와 같은 유기질소원에서 대체적으로 높은 생육

을 보였으며, malt extract는 45% 가까운 항균활성을 보였다. 또한 무기질소원은 

NaNO3가 가장 높은 생육과 항균활성을 나타내었다. 따라서 유기질소원인 malt 

extract와 무기질소원인 NaNO3를 질소원으로 선정 하였으며, 질소원을 malt 

extract : NaNO3 (1:1)비율로 첨가하여 최적농도를 조사하였다(Fig. 8). 그 결과 

malt extract 및 NaNO3 를 단독으로 첨가한 실험구보다 1% (0.5%+0.5%)로 혼합

첨가한 배지에서 더 높은 항균활성을 나타내었으며 균 생육 또한 양호한 것으로 조

사되었다. 이상의 결과로 Bacillus sp. IS-2 균주를 배양할 때 질소원으로는 malt 

extract와 NaNO3를 각 각 0.5%씩 혼합하여 첨가하였다.

 Chun등(2000)이 B.alkalophilshaggy JY-827균주로부터 Bacteriocin 생산조건을 

검토할 때 KNO3를 포함한 무기질소원들 보다 yeastextract를 비롯한 유기질소원들

이 효과적이라고 보고하였으며, Shomura 등(1983)은 Micrommonospora 

sp.SF-1927에 의한 항진균성 물질을 생산할 때 yeastextract가 가장 효과적이라

고 보고하였다. Park 등(2007)과 Ryu 등(2007)이 발표한 논문에는 Bacillus 

subtilis의 질소원 단독첨가보다 두 종류의 혼합첨가가 균생육과 항균활성이 더 양

호하다는 결과가 이루어져 본 연구의 질소원 혼합첨가가 더 효과적이라는 점과 일

치한다. 
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Fig. 7. Effect of various nitrogen sources on cellgrowth and antibacterial activity of 

culture broth of isolated Bacillus sp. IS-2

A: Control, B: Malt extract, C: Yeast extract, D: (NH4)2SO4, E: NH4Cl F: NH4NO3, G: 

Peptone, H: NaNO3.

Fig. 8. Effect of concentration of yeast extract plus NaNO3 (1:1) on cell growth and 

antibacterial activity of culture broth of the isolated B. subtillis IS-2.
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 3-3-3. 무기염의 영향.

 무기염의 영향은 soluble starch 1% , malt extract 0.5% 및 NaNO3 0.5%를 각

각 첨가한 후 각종무기염의 농도를 0.1% 농도로 첨가하여 검토하였다(Fig. 9). 균

생육은 NaCl, KH2PO4 등을 첨가한 실험구 순으로 균주의 생육이 높았으며 

CUSO4·5H2O과 ZnCl2, 및 CoCl2·6H2O 등의 금속염을 첨가한 실험구는 생육이 크

게 억제 되었다. 또한 항균활성은 NaCl이 가장 높은 활성을 나타내었으며, NaCl을 

제외한 모든 실험구에서는 Control에 반하여 낮은 활성을 나타내었다. 따라서 균주

생육과 항균활성이 양호했던 NaCl을 Bacillus sp. IS-2의 무기염으로 선정하였으

며, NaCl의 각기 다른 비율을 첨가하여 최적농도를 검토하였다(Fig. 10). 그 결과 

NaCl를 첨가한 실험구 중 0.1% 첨가한 배지에서 가장 높은 항균활성과 생육을 나

타내었다. 이상의 결과로 Bacillus sp. IS-2균주를 배양할 때 무기염으로는 NaCl를 

0.1%씩 첨가하였다. 

Chun 등(2000)이 B. alkalophilshaggy JY-827 균주로부터 Bacteriocin 생산을 위

한 배지의 무기염류를 조사한 결과, KH2PO4를 사용하였을 때 우수한 성능을 보인 

반면, BaCl2·H2O를 제외한 ZnSO4·7H2O, CuSO4·4H2O, MnCl2·4H2O, FeCl3·6H2O 

및 CoCl2·6H2O 등의 금속염 사용 시 생산능이 저하되었다는 보고와 유사하였다. 

Yoo등(1994)의 연구에도 KCl을 첨가 하였을 때, 가장 양호한 결과를 보였으나 금

속염 첨가에서는 그 생산능이 현격히 감소하였다고 보고하였다.
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Fig. 9. Effect of various inorganic salts on cellgrowth and antibacterial activity of 

the isolated Bacillus sp. IS-2.

A: Control, B: MgSO4·7H2O, C: FeSO4·7H2O, D: K2HPO4, E: CuSO4·5H2O, F: ZnCl2 

G: KH2PO4, H: NaCl, I: CoCl2·6H2O

Fig. 10. Effect of concentrations of NaCl on cell growth and antibacterial activity of 

culture broth of the isolated Bacillus sp. IS-2. 
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 3-3-4. 최적 온도, pH의 따른 생육과 항균물질 생산 

 배양온도가 Bacillus sp. IS-2의 생육 및 항균물질 생산에 미치는 영향을 검토

하여 Fig. 11에 나타내었다. 배양온도를 15 ~ 40℃의 범위로 변환시키면서 배

양한 결과 30 ~ 40℃ 사이에서 생육이 왕성하였으며, 15, 20℃의 생육은 미비

하였다. Streptococcus iniae에 대한 항균활성은 25 ~ 30℃범위에서 높게 나타

났으나, 그에 반해 생육이 좋았던 40℃ 실험구에서는 항균활성이 급격히 떨어지

는 결과를 보였다. 따라서 Bacillus sp. IS-2가 생육하는데 최적온도를 35℃로 

결정하였다. Shin 등(2000)은 Bacillus sp. 균주의 생육과 항생물질의 생산이 

35℃에서 최대가 되었다는 보고가 있는데 본 연구에서 사용된 Bacillus sp. 

IS-2와 같은 결과를 나타내었다. 

 Bacillus sp. IS-2가 생육하는데 pH에 대한 영향을 조사하여 Fig. 12에 나타내

었다. 배지의 pH를 4 ~ 10으로 조절하고 35℃에서 24시간 배양한 결과 pH 

7~9의 범위에서 균 생육은 왕성하게 일어났지만, S.iniae 에 대한 항균활성은 

pH 8에서 높게 나타났다. 이 결과를 토대로 Bacillus sp. IS-2 균주의 생육 및 

항균물질 생산을 위한 배지의 pH는 pH 8로 결정 하였다. 

 Joo 등 (2002)과 Jung 등(2003)은 각각 Bacillus ehimensis와 Bacillus 

megaterium이 초기 pH 8일 때 항생물질의 생산이 최대가 된다고 보고하여 본 

실험 결과와 일치하는 경향을 나타내었다. 
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Fig. 11. Effect of temperature on cell growth and antibacterial activity of Bacillus 

sp. IS-2 

Fig. 12. Effect of pH on cell growth and antibacterial activity of Bacillus sp. IS-2. 
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 3-3-5. 배양시간에 따른 항균물질의 생산

Bacillus sp. IS-2를 배양할 때 배양시간에 따른 균생육과 항균물질의 생산에 

미치는 영향을 검토하여 Fig. 13에 나타내었다. 균생육은 120 시간까지 완만하

게 증가하다가 균 생육이 더 이상 증가하지 않는 정지기를 보였다. S. iniae 의 

항균활성은 24시간이 지난 후부터 나타나기 시작하여 서서히 증가하다 120시간

째부터 가장 높은 항균활성을 보였다. 이상의 결과를 바탕으로 균생육과 항균활

성이 가장 높은 120시간을 Bacillus sp. IS-2의 배양시간으로 결정하였다.
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Ingredient Concentration (w/v, %)

Soluble starch 1

malt extract 0.5

NaNO3 0.5

NaCl 0.1

Temperature : 35℃, pH : 8.0, Culture time : 120 hours

Table 7. Optimum medium compositions and culture conditions for antibiotic production 

by Bacillus sp. IS-2.

Fig. 13. Effect of culture time on cell growth and antibacterial activity of B. 

subtillis sp. IS-2. 
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 3-3-6. 항균물질의 첨가에 따른 피검균 (S. iniae)의 세포형태 관찰

 

  SEM 사진을 통하여 공시균주의 항균물질이 S. iniae에 대한 항균성 기작을 알

아본 결과 피검균의 세포벽이 붕괴되는 현상이 확인 되었다. (Fig. 14) 타연구에 

의하면 Bacteriocin이 활성을 나타내기 위해서는 세포벽과의 반응이 필요하며, 

여기에 관여하는 것이 세포표면에 존재하는 proteinous receptor라고 보고 하였

다. (Montville and Bruno,1994;Van belkum etal.,1991) 즉 receptor와 결합하

여 항균물질인 bacteriocin이 세포벽에 구멍을 형성하여 세포내 세포질의 용출

을 유도 할 수 있다. 하지만 이 기작의 증명은 좀 더 많은 연구가 요구되며, 

TEM(Transmission electron microscope)를 이용하여 세포벽 파괴에 의한 세

포질 용출 및 세포질 물질감소 등의 작용을 파악하여야 항균기작이 세포벽 파괴

인지 세포내의 물질 합성 저해인지를 추측할 수 있다.

Fig. 14. Scanning electron micrographs of S. iniae treated with strain IS-2 

solvent extracts. A,B: Untreated, C,D: Treated 
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 3-4. Bacillus sp. IS-2의 첨가에 따른 양식넙치의 면역반응과 병저항성 

 3-4-1. 성장도 조사 

 12주 동안 각기 다른 농도의 Probiotic을 첨가한 실험구와 Probiotic을 첨가하

지 않은 대조구의 양식 어류의 체중변화에 대한 결과를 Fig. 15에 나타내었다. 

결과를 보면, Probioitic을 첨가한 사료를 급이한 넙치와 Probioitc을 첨가하지 

않은 일반 사료를 급이한 넙치는 사육 8주 동안 비례적으로 성장하였다. 하지만 

마지막 12주 성장 실험 후 최종 어체의 평균 무게를 측정한 결과 10
5 cfu/kg

-1

를 첨가한 사료로 급이한 실험구에서 대조구에 비해 약 13%정도 높게 나타났

다. 이와 같은 결과는 probiotic을 급이한 실험어구에서 대조구에 비해 소화능력

의 향상으로 인한 체중의 증가가 되었다는 사실을 짐작할 수 있다.

Fig. 15.  Weight (g) of Olive flounder that was fed with probiotic and non-mixed 

control diet for 12 weeks and weithed every 2 weeks. 
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 3-4-2. 혈액학적 분석

 총 단백질은 혈청 내 존재하는 단백질을 의미하는 것으로. 영양부족, 만성 감

염, 간경화, 신증후군, 만성 염증이 있으면 단백질량이 감소한다. AST (GOT)는 

주로 심장과 간에 존재하는 효소로 신장, 골격근육에도 소량 존재하고 이 조직들

이 각종 질병에 의해 파괴되면 혈액으로 유출되어 증가하게 된다. 급․만성 염증, 

간암, 담낭남, 간경화가 있을 시에는 증가하고, ALT (GPT)는 AST와 유사 기능

을 한다. 혈당 (glucose)은 생체의 에너지원으로 가장 중요한 물질로 식사나 당

분 섭취 후에는 상당량 증가 후 2시간 이후에는 정상으로 돌아오며 당뇨가 있으

면 증가한다. 콜레스테롤은 중성 지방과 함께 지방 성분으로 식생활과 관계가 깊

고 드물기는 하지만 유전적인 지질 대사 이상 때문에 혈중 콜레스테롤이 높을 

수 있다. 영양부족, 만성 간질환, 감상선 항증진 등이 있으면 감소하고, 고혈압, 

동맥경화, 당뇨병, 간기능 장애, 갑상선 기능장애 등이 일어나면 증가한다. 중성

지방의 경우는 신체 내 각종 지방 조직 주성분으로 체내의 에너지 저장과 관계

가 있고 식생활과 관계가 깊고 오히려 콜레스테롤 보다 동맥경화의 원인으로 중

요시 되며 상동맥경화증이 있으면 증가 한다. 인(Phosphorus)은 체내의 에너지 

대사에 꼭 필요한 물질이며 신체 구성 성분으로써도 중요한 물질이다. 부갑상선 

기능저하증이 나타나면 감소하고, 부갑상선기능항진증, 신부전증, 비타민 D 과다

증이 있으면 증가한다. 헤모글로빈은 적혈구 속에 들어 있는 혈색소로 산소를 운

반하는 역할로 헤모글로빈양이 부족하면 빈혈 등을 유발할 수 있다

 본 실험의 실험구와 대조구의 혈액학적 분석결과를 Table 10에 나타내었다. 간

독성을 나타내는 지표인 GPT 및 단백질 및 총콜레스테롤 함량은 실험구간에서 

유의적인 차이가 나지 않았으며, 이는 체내의 장내에로 흡수되는 생균제로 인한 

독성이나 어체 내 문제가 발생하지 않는 것으로 사료 된다. 그러나 Glucose의 

경우 실험이 종료된 시점에서 증가되는 변화를 확인할 수 있었는데 이는 수질악

화 및 수온의 변화에 따른 스트레스 반응 때문이라 생각 되어지며 이러한 

glucose의 증가경향은 참돔, striped bass, chinook salmon 등을 이용한 수온변

화 연구를 통하여 보고되고 있다. (Ishioka, 1980; Barton and Schreck, 1987; 

Davis and parker, 1990)
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Week Group 
GOT 

(U/L)

GPT 

(U/L)

TP 

(g/dL)

GLU 

(mg/dL)

TP 

(g/dL)

GLU 

(mg/dL)

0

Con. 21.5±2.5 24.3±0.5 4.2±0.2 21.9±2.0 4.2±0.2 20.1±2.0

10
3

16.8±1.5 22.1±0.9 3.2±0.1 27.2±1.9 3.2±0.1 23.2±1.9

10
5

21.5±2.2 19.4±2.1 2.9±0.2 33.0±4.3 2.9±0.2 22.0±4.3

10
7 22.6±1.7 17.5±3.6 4.1±0.4 32.1±0.6 4.1±0.4 19.1±0.6

12

Con. 19.5±1.5 34.5±0.1 2.3±0.3 98.2±4.5 2.3±0.3 26.2±4.5

10
3 16.2±2.3 61±0.9 3.8±0.3 101.1±2.4 3.8±0.3 27.1±2.4

10
5

14.0±1.9 55±2.9 4.1±0.4 88.2±1.4 4.1±0.4 25.2±1.4

107 21.6±3.6 58±3.4 3.9±0.1 71.6±3.6 3.9±0.1 29.6±3.6

Table 08. Serum analysis of Olive flounder that was fed with Bacillus sp. 

IS-2-mixed and non-mixed control diet for 12 weeks  
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 3-4-3. Respiratory burst activity

 어류에 있어 비특이적 면역반응이 얼마나 증대 되었는지를 가장 잘 반영할 수 

있는 필수적인 척도로서 식세포활성 (phagocyte activity) 측정이 많이 사용된

다. Professional phagocytes (granulocytes, monocytes, macrophage)의 호흡

급증은 ․O2
-의 감소를 의미한다. 혈장과 phagosomal membranes에 있는 

NADPH oxidase에 의해 O2가 ․O2
-로 변한다. 이 후에 superoxide는 자연유발적

인 효소로 hydrogen peroxide (H2O2), hypochlorous acid (HOCl), hydroxyl 

radical (․OH), singlet oxygen (
1O2)등의 다른 종류의 ROS로 전환된다. 표유동

물에서는 숙주방어에 있어 respiratory burst의 중요한 점은 NADPH oxidase의 

결점에 의해 만성육아종을 앓는 사람은 NADPH 산화 효소가 없기 때문에 

respiratory burst를 일으킬 수 없는 것으로 알려져 있다.

 어류 식세포도 respiratory burst 반응을 할 수 있는 NADPH 산화효소의 활동

결과가 포유동물과 유사하게 나타났으며, respiratory burst은 어류 건강상태를 

확인 할 수 있는 bioindicator 중 하나이다. 현재까지 식세포의 활성을 측정하기 

위해 사용되어진 방법은 식균율의 변화, 화학주성 변화 및 호흡폭발의 변화 등이

다. Respiratory burst란 식세포가 식작용 동안 혹은 다른 물질들에 의해서 자

극받았을 때 산소 소비량이 증가함과 동시에 O2
-, OH-, H2O2와 같은 산소라디칼 

(reactive oxygen intermediates, ROIs)을 다량으로 방출하는 현상을 말하며, 

이러한 ROIs는 병원체를 죽이는데 매우 중요한 역할을 한다 (Siwicki, 1994). 

이러한 호흡폭발을 측정하는 방법으로 NBT법이 많이 사용되어져 왔으며, 최근 

chemiluminescence (CL)법이 일부 사용되고 있다.

 본 실험에서는 NBT법을 사용하였으며, 실험이 시작된 후부터 모든 실험구에서

는 대조구보다 높은 값을 나타내었으며, 4주가 지나기 시작한 후 부터는 

105cfu/kg-1 실험구와 107cfu/kg-1에서 유의적으로 높은 값을 나타내었다(Fig. 

16). 이러한 결과는 대하, 무지개송어, 터봇 및 유럽산 뱀장어에게 Bacullus 

spp. 및 Saccharomyces cerevisiae를 공급하였을 때 NBT 활성 값을 증가시킨

다는 보고와 일치하며 (Deng-Yu Tseng et al., 2009; Anderson et al., 1979; 

Griffin, 1983; Olesen, 1991; RingØ et al., 1996; Austin, 1998; O'Sullivan, 
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1999; Chang and Liu, 2002; Jeong et al., 2006; Taoka et al., 2006) 이것은 

어체 내에서 생균제가 어류의 면역체계를 직간접적으로 영향을 끼쳐, 이를 통해 

산소 레디칼을 중화시키는 것으로 여겨지며, 이로 인해 식세포의 호흡폭팔시 발

생하는 ROIs (reactive oxygen intermediates)의 생성에도 영향을 미친 것으로 

사료된다. 

Fig. 16. NBT reduction of Olive flounder that was fed with Bacillus sp. IS-2 and 

non-mix control diet for 12 weeks
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 3-4-4. 혈청의 lysozyme 활성 

 아가미, 피부, 소화계, 생식 이뇨관 등은 박테리아, 곰팡이, 바이러스 및 원생 

미생물에 대한 어류 감염의 초기 단계에서 방어를 한다. 이러한 표면들은 물리학

적인 장벽이면서 항 미생물 물질을 함유하고 배출한다. 점액과 배상세포에 있는 

점액은 세 가지 방어 기작을 가진다. 첫째는 점액은 미생물의 껍질을 지속적으로 

벗겨 미생물의 생성을 저지한다. 둘째, 미생물이 생성되었을 시 점액은 교차하여 

장벽을 생성한다. 마지막으로 피부의 점액 및 다른 표면점막에는 항미생물 성질

을 지니는 다양한 체액 요인이 함유되어 있다. 이런 것의 예로 

lysozyme,complement, lectins, proteolytic enzyme 등이 있으며 최근에는 어

류 점막에서 여러 가지 추가적인 방어 기작이 알려지고 있다. 아가미에 의한 

NO 생성과 피부 단백질의 항미생물 펩타이드가 그 예이다. 라이소자임은 세균

벽의 N-acetylmuramic acid와 N-acetylglucosamine 사이의 β-1,4 결합을 분

해하여 세균을 사멸시키는 효소이다. 라이소자임은 그람 양성균의 세포벽에는 

직접작용하고, 그람음성균에 대해서는 항체와 보체의 작용을 증가시켜준 후에 

펩티도 글리칸 층을 분해시킨다. 본 실험 결과 Bacillus sp. IS-2 생균제를 첨가

한 사료를 식이한 실험구가 대조구보다 더 높은 lysozyme 활성이 있는 것으로 

나타났다  (Fig. 17). 실험이 종료된 시점에서는 105 cfu/kg-1 그룹의 실험구에

서 가장 높은 활성을 나타내었다. 이와 같은 결과는  Bacillus subtliis 와 S. 

cerevisiae를 양식 넙치 사료에 첨가 후 투여하여 lysozyme 활성 값이 증가했

다는 결과와 유사하며,(Ramasamy harikrishnan et al., 2011) S.cerevisiae 

p13를 그루퍼 사료 내 각기 다른 농도로 투여하였을 시에  105 cfu/kg-1 실험구

에서 가장 높은 lysozyme 활성 값을 확인하였다는 보고와도 일치 한다. 

(Chiu-hsial chiu et al., 2010)
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Fig. 17. Lysozyme activity in serum of Olive flounder that was fed with Bacillus sp. 

IS-2 and non-mix control diet for 12 weeks.
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 3-4-5. Phagocytosis activity 

 

 식세포 활성 측정 결과 실험 사료를 투여하기 시작 한 이후 모든 실험구에서는 

대조구에 비해 높은 활성을 유지되었으며, 특히 10
5 cfu/kg

-1 그룹에서는 8주차 

때부터 다른 농도의 실험구에 비해 비교적 높은 활성을 확인 할 수 있었다. 이와 

같은 결과는  이상의 실험결과로부터 probiotics를 사료 내 첨가하여 투여하는 

것이 어류의 질병저항성에 중요한 역할을 하는 식세포 활성이 증가되는 것으로 

확인 되었으며, 10
3 cfu/kg

-1 이상의 농도로 첨가하는 것이 식세포 활성 증강에 

있어서 높은 값을 나타내는 것을 확인하였다. 

Fig. 18. Phagocytosis activity in serum of Olive flounder that was fed with 

Bacillus sp. IS-2 and non-mix control diet for 12 weeks. 
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 3-4-6. 어병세균에 의한 공격실험

 생균제를 첨가한 사료를 투여한 실험구와 대조구의 어병세균에 대한 공격실험

의 결과를 Fig. 19.에 나타내었다. 10
5CFU/ml의 농도로 조정된 S. iniae 모든 

실험이 종료된 시기에 접종하여 20일 동안 누적 폐사율을 확인 하였는데 5일 째

부터 모든 실험구와 대조구에서 폐사가 시작되어 10
3cfu/kg

-1 실험구에서는 

73%의 폐사율을 10
5cfu/kg

-1 실험구에서는 53%의 폐사율을 나타냈으며, 

10
7cfu/kg

-1 실험구에서는 45%의 폐사율을 보여 Control에 비해 많게는 55% 

이상의 높은 생존율을 보여 그간의 비특이적 면역 활성의 DATA를 뒷받침 하는 

결과를 확인 하였다.

Fig. 19. Cumulative mortality (%) after intraperitoneal injection of Streptococcus 

iniae in Olive flounder.
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 3-4-7.  사료 첨가 내 사용된 공시 균주의 장내 확인 

 

 모든 실험이 종료된 후 Control 사료를 급여한 대조구와 각각의 실험사료를 급

여한 실험구 내의 실험어 장을 분리하여 배양 된 균체를 DNA를 분리 한 후, 제

작 된 ditection primer를 이용한 PCR 결과를 Fig. 20.에 나타내었다. 일반사료

를 투여한 Contol를 제외한 모든 실험구에서 1465bp 의 PCR product를 확인

할 수 있었다. 이는 사료를 통해 섭취된 실험 균주가 위와 같은 소화기관을 통하

여 장 내에 도달하였음을 알려주는 결과 이며, probiotic으로 이용된 Bacillus 

sp. IS-2 실험 균주로 인한 비특이적 면역능 활성 증가 및 인위감염을 통한 폐

사율 감소를 증명할 수 있는 결과라 사료 된다.  

 본 실험의 결과를 통해 Bacillus sp. IS-2 첨가 사료를 식이한 넙치의 비특이

적 면역반응을 증가 시킨다는 것을 확인 할 수 있었다. 이는 미생물학적 활동에 

의한 병원균에 대한 길항작용 및 면역자극 효과, 소화 흡수의 촉진 등과 같은 복

합적인 작용에 의한 결과라 사료된다. 앞으로 Probiotic의 사료 내 첨가 투여는 

급속한 양식업의 팽창과 더불어 고밀도 사육으로 인한 많은 어병 발생요인들에 

대한 저항성을 향상 시킬 수 있을 것으로 판단된다. 
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Fig. 20. Detection of Bacillus sp. IS-2 in the intestines of Bacillus sp. IS-2 fed the 

control deit and Bacillus sp. IS-2 containing diets at 103, 105, and 107
 

colony-forming units(cfu)(kg diet)-1 by gel electrophoresis of polymerase chain 

reaction products amplified using the specific primer pair, forward primer(27F): 

5 ' - A G A G T T T G A T C C T G G C T C A G - 3 ' r e v e r s e p r i m e r ( 1 4 9 2 R ) :  

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3', of a specific open reading frame frome the 

Bacillus sp. genome.
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Ⅳ. 요 약

 본 실험의 목적은 어류질병성 세균에 대한 넓은 항균활성 및 내산성을 갖고 

있는 유용한 probiotic 후보균주를 선별하여 어류의 세균성 질병 예방 혹은 면역

능을 강화시킴으로써 양식 산업의 효율성을 증대시키고자 한다. 

5종의 후보 균주를 김치, 양식 넙치의 장 그리고 젓갈류 등에서 분리된 후보 

균주를 이용하여 항균활성, 내담즙성, 내산성 등을 조사하여 최종적으로 

Bacillus sp. IS-2를 선발하여 배양학적 특성, 형태학적 특성, 유전학적 특성, 생

리학적 특성을 확인하였다. 공시균주 Bacillus sp. IS-2를 동정하여 본 결과 

Bacillus subtillis, Bacillus velzensis, Bacillus amyloliquefaciens 로 동정이 

되어 Bacillus sp. IS-2로 명명하였으며, 항균물질을 최대로 생산하기 위한 최적 

배양조건을 검토한 결과 탄소원은 Soluble starch 1%, 질소원은 malt extract 

0.5%, NaNO3 0.5%, 무기염은 NaCl 0.1%로 조사되었고, 배양온도는 35℃, 배

지의 초기 pH는 8, 배양시간은 120시간으로 조사되었다.  

분리 균주를 사료 내 첨가하여 103, 105, 107 CFU/kg의 농도로 제작하여 1일 

2회 (오전 8시, 오후 5시) 어체 중의 2%씩 총 12주 동안 투여하여 실험이 종료

될 시점까지 2주의 간격으로 Lysozyme activity, Phagocytosis activity, 

Respiratoy burst 와 같은 비특이적 면역반응 조사를 해본 결과 모든 실험구에

서는 대조구보다 높은 활성을 확인하여 사료첨가제인 Bacillus sp. IS-2 로 인

한 면역활성이 증가된 것을 확인 할 수 있었다. 실험이 종료된 시점에서 실시한 

병원균인 S.iniae를 이용한 인위감염에 의한 폐사율 측정에서 역시 모든 실험구

에서 대조구 보다 많게는 55% 이상의 높은 생존율을 보였다. 또한 probiotic를 

급이한 어류 장 내에 정착 확인을 위해  univeral primer를 이용하여 PCR를 수

행한 결과 대조구를 제외한 모든 실험구에서 1465 bp 의 pcr product를 확인할 

수가 있었다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때 사료 내 첨가된 Bacillus sp. IS-2

인 probiotic가 양식 넙치의 면역능 향상과 어류 질병에 대한 저항성 증강에 효

과가 있는 것으로 사료된다. 또한 향후 probiotics의 기작규명에 있어서도 본 연

구결과의 생리학적 설정 지표가 유용하게 활용 될 수 있을 것이라 사료된다.
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