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Pseudomonas fluorescens BB2 균주가 생산하는 단백질성 항생물질에 의한 

효모 Candida 생육 억제
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ABSTRACT: The bacterial strain that was isolated from chinese cabbage rhizosphere, showed inhibition of yeast growth. This strain was 

identified as Pseudomonas fluorescens BB2 by API 20NE test and 16S rRNA gene sequence analysis. P. fluorescens BB2 strain produced 

antibiotics against yeast as a secondary metabolite effectively when the culture was carried out in YM medium with 3% glucose at 20°C.

The protein antibiotic of BB2 strain which was concentrated by ammonium sulfate precipitation and n-butanol extraction inhibited the 

growth of yeast with the minimal inhibitory concentration of 10 μg/ml against Candida albicans KCTC 7965, and the growth of yeast was 

completely inhibited at 80 μg/ml. The hydrophilic fraction of n-butanol extraction inhibited the growth of Bacillus cereus ATCC 21366, 

showed orange halo on chrome azurol S plate, which means the fraction contained iron chelating siderophore. The results of crystal 

violet uptake through the cell membrane showed that membrane permeability was increased about 9% than control, when the 

concentration of hydrophobic antibiotic against yeast C. albicans was 60 μg/ml. As a result, the antibiotic produced by P. fluorescens BB2 

against yeast Candida is considered antimicrobial peptide, and this is the first report in the genus Pseudomonas.
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토양세균에 속하는 Pseudomonas속 세균들은 의학적 감염

원이 되거나 식물 병원성, 식품 부패, 그리고 생물학적 조절자

로서의 역할을 자연계 내에서 수행하고 있다. 그들은 단순한 

영양소를 요구하며 다양한 탄소원을 가지고 생육이 가능하므

로 자연계 내에서 흔하게 분포하고 있다.

형광성 Pseudomonad들은 넓은 범위의 항생물질을 생산

하는데, 이 화합물들이 다양한 식물 질병에 대한 생물학적 방

제에 중요한 역할을 수행하고 있다는 증거들이 늘고 있다

(O’Sullivan and O’Gara, 1992; Van Loon et al., 1998). 이러한 

길항세균들은 토양에 존재하는 식물 병원균과의 상호작용을 

통해 미생물들의 평형에 중요한 역할을 담당하며, 따라서 생

물학적 질병 통제의 강력한 수단이 될 수 있다. 실제로 다양한 

진균성 식물병원균에 대한 길항작용을 수행하는 Pseudomonas 

균들에 대한 연구가 주목을 받아 왔으며, 이러한 생물학적 방

제는 화학적 통제 수단인 살균제에 비해 친환경적이며 내성균

의 출현이 적다는 장점이 있다(Dowling and O’Gara, 1992; 

Kim et al., 1998; Lee and Kim, 2000).

대부분의 Pseudomonas 속 균주들은 한가지 방법 이상의 길

항작용을 통해 진균성 병원균들을 억제한다(Nagarajkumar et 

al., 2004). 진균의 세포벽에 대한 가수분해효소인 chitinase, β- 

1,3-glucanase, cellulase에 의한 용균을 일으키거나(Lim et al., 

1991), 대부분의 근권 Pseudomonas 속 세균들이 분비하는 철

(Fe
3+
) 결합 peptide인 pyoverdine (Philson and Llinas, 1982)이

나 phenazine 계열의 방향족 화합물들을 포함하는 siderophore

에 의한 식물병원균 생육 억제(Vandenberg et al., 1983; Linda 
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Fig. 1. Antibiotics production by P. fluorescens BB2 in YM medium 

against C. albicans KCTC 7965 and growth curve of BB2 according to the 

culture time.

Table 1. Effect of culture temperature and glucose concentration of YM 

medium on the antibiotic production of P. fluorescens BB2 against C. 

albicans KCTC 7965

Glucose 

(%)

Antibiotics production

Culture temperature (˚C)

15 20 25 30 35

0 + + + - -

1 + ++ + + -

2 ++ ++ + + -

3 ++ +++ ++ + -

4 + + + - -

+, - : diameter of inhibitory zone ( - : no inhibition, + : under 12 mm, 

++ : 13-14 mm, +++ : above 15 mm)

et al., 1990; Thomashow and Weller, 1998), 그리고 항진균성 

항생물질 생산을 통한 직접적인 생육 저해가 있다. Pseudomonas 

속 세균들이 생산하는 항진균성 항생물질로는 대부분 2차 대

사산물인 pyocyanin (Baron and Rowe, 1981), pyoluteorin 

(Arima et al., 1964), pyrrolnitrin (Howell and Stipanovic, 

1980), 2,4-diacetylphloroglucinol (Shanahan et al., 1992), 

pseudomonic acid (Fuller et al., 1971)와 CN 화합물(Flaishman 

et al., 1996)이 잘 알려져 있다. 

한편 인체에 유해한 진균류 중에 효모의 일종인 Candida 속 

일부 균주가 포함되는데, 이들은 건강한 사람의 점막 상재균

이지만 면역력이 약화된 환자에게는 기회감염균으로 작용하

여 다양한 기관에 표재성 및 심부성 감염을 일으키는 캔디다

증을 유발한다. 이러한 진균류에 의한 감염이나 기타 세균 등

에 의한 감염에 대항하기 위해 생물 종들은 나름대로 감염균에 

대항하는 peptide를 발전시켜 왔는데 포유동물의 cathelicidin 

같은 예를 들 수 있다(Benincasa et al., 2006). 그리고 최근에는 

해양세균이나 약용식물에서 항균물질을 얻고자 하는 노력들

이 이어지고 있다(Kim, 2013; Lee and Kim, 2014; Mondol and 

Shin, 2014).

이에 본 연구에서는 국내 근권 토양에서 효모의 생육을 억

제하는 P. fluorescens BB2 균주를 분리하였고, 이 균이 생산

하는 항생물질이 효모 Candida의 생육을 효과적으로 억제하

며 이 항생물질이 Pseudomonas속 균에서는 아직까지 보고된 

바 없는 단백질 성분의 새로운 항생물질임을 밝히고자 한다.

우선 진균류의 생육을 억제하는 세균을 찾기 위해 충북 청

주시 미원면의 배추밭에서 근권 토양을 채취하였다. 채취한 

시료는 멸균한 0.85% NaCl 용액에 넣어 교반한 후 LB 평판배

지(tryptone 1.0 g, yeast extract 0.5 g, NaCl 0.5 g, agar 1.5 g, 

D.W. 100 ml)와 YM 평판배지(yeast extract 0.3 g, malt extract 

0.3 g, peptone 0.5 g, glucose 1.0 g, agar 1.5 g, D.W. 100 ml)에 

도말하여 형태적으로 다른 8개의 균주를 순수분리하였다. 이 

균주들의 항균능력을 보기 위하여 평판배지 중앙에 획선 접종

을 하고 30°C에서 1일간 배양한 다음, 양쪽에 세균과 효모 균

주들을 접종하고 다시 1일간 배양하면서 생육 억제 여부를 관

찰하여 이 중에서 효모 Saccharomyces cerevisiae ATCC 26603

과 Candida albicans KCTC 7965 균주의 생육을 효과적으로 

억제하는 BB2 균주를 선발하였다. 분리한 BB2 균주는 API 

20NE kit (bioMérieux)를 이용한 동정시험과 16S rRNA유전

자 염기서열 분석 결과 Pseudomonas fluorescens일 확률이 

99.0% 이상이어서 P. fluorescens BB2로 명명하였다. 

P. fluorescens BB2의 항생물질 생산을 위해 YM 액체배지

에서 30°C, 240 rpm으로 진탕 배양을 하면서 배양시간 별로 균 

생장 정도를 600 nm에서의 흡광도로 측정하였으며, 이중 평

판법에 따라 한천 농도를 0.5%로하여 제조한 55°C의 1.5 ml 

YM 상층배지에 미리 전 배양한 C. albicans KCTC 7965 균액 

100 μl를 섞어서 YM 평판배지에 붓고 8 mm stainless cylinder

를 놓은 다음, 여기에 배양 상등액 50 μl를 가하여 24시간 배양

한 후 나타나는 생육 억제환의 직경을 조사하여 Fig. 1과 같은 

결과를 얻었다. P. fluorescens BB2 균주의 생장이 대수기를 

지나면서 항생물질의 생산이 보이기 시작하여 24시간에서 최

대가 되었고 더 이상 증가하지 않았다. 이것으로 보아 BB2 균

주가 생산하는 항생물질은 2차 대사산물임을 알 수 있었으며, 

LB 배지에서 배양한 경우에는 항생물질 생산이 보이지 않았

다. YM 배지의 glucose 양을 다양하게 한 경우와 진탕 배양 온

도를 달리하여 배양한 결과(Table 1) glucose 농도를 3%로 하

고 배양온도는 20°C로 유지하였을 때 최대 15 mm의 생육 억

제환을 보였으며, glucose를 첨가하지 않거나 4% 이상인 경우 

항생물질 생산이 줄었고, 35°C에서는 glucose 농도에 관계 없

이 항생물질 생산이 중지되었다. 효과적으로 항생물질을 생산

하는 조건에서 배양한 다음, 10,000 × g, 15분간 원심 분리하여 
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Fig. 2. Growth inhibition of (A) C. albicans KCTC 7965, (B) S. cerevisiae 

ATCC 26603, (C) Paffia rhodozyma, and (D) B. cereus ATCC 21366 by 

antibiotics of P. fluorescens BB2 on YM medium [(a) hydrophilic fraction, 

(b) hydrophobic fraction, and (c) ammonium sulfate precipitation].

Fig. 3. (1) Growth inhibition of C. albicans KCTC 7965 by BB2 antibiotic 

concentrated with ammonium sulfate followed by (A) dialysis using 

MWCO 12 kDa dialysis membrane and (B) separation with MWCO 30 

kDa Vivaspin centrifuge tube (B) [(a) concentrated antibiotic, (b) > 12 kDa, 

(c)  < 12 kDa, (d) > 30 kDa, and (e) < 30 kDa], (2) SDS-PAGE analysis of 

antibiotic [Lanes: 1, molecular weight size marker; 2, 3, and 4, rotary 

evaporated, ammonium sulfate precipitated, and dialyzed antibiotic, 

respectively].  

얻은 상등액을 농축하기 위하여 n-butanol을 동량 가하여 추출

하거나, ammonium sulfate를 배양액의 60%로 첨가하여 침전

을 얻었다(Park et al., 2006). N-butanol 추출을 통한 친수성 분

획과 소수성 분획을 별도로 농축하였으며, 소수성 분획은 

50% ethanol로 녹였고, 친수성 분획과 ammonium sulfate 처리

를 통한 침전물은 증류수로 현탁하여 냉장 보관하면서 효모 

생육 억제능을 조사하였다. YM 평판에 상기한 2가지 효모와 

더불어서 Paffia rhodozyma 효모균, 그리고 그람 양성 세균인 

Bacillus cereus ATCC 21366 를 도말한 다음, 농축한 3가지 시

료 50 μl를 각각 paper disk에 가하여 생육 억제 여부를 비교한 

결과(Fig. 2), 효모 균주들은 모두 n-butanol 추출에 의한 소수

성 분획과 ammonium sulfate에 의한 침전물에 의해 생육이 억

제되었으나, B. cereus ATCC 21366 균주는 반대로 친수성 분

획에 의해서만 생육이 억제되었다. 지금까지 알려진 많은 항진

균 항생물질들이 본 연구에서와 같이 소수성을 띄는데, 이는 

세포막과 관련된 기작 때문인 것으로 보인다. 한편 ammonium 

sulfate 침전에 의한 항생물질 농축이 가능한 것은 이 물질이 

단백질 성분으로 되어 있음을 보여주는데, 이를 확인하기 위

하여 100°C에서 5분 이상 가열하면 효모 생육 억제능이 소실

되고, 단백질 분해효소 trypsin이나 chymotrypsin을 처리한 

결과 24시간 내에 역시 소실됨을 알 수 있었다. Ammonium 

sulfate 처리를 통해 얻은 침전물에 포함된 항생물질의 분자량

을 알아 보기 위하여 투석과 Vivaspin (Satorius)을 이용한 원

심 분리, 그리고 SDS-PAGE를 실시하였다. MWCO 값이 12 

kDa인 투석막을 이용하여 4°C에서 24시간 투석한 다음, 투석

막 내부와 외부의 시료를 회전 농축하여 투석 전의 부피로 맞

추고, C. albicans를 대상으로하여 이중 평판법에 의한 생육 억

제 여부를 조사하였다. Fig. 3(1)에서 보는 바와 같이 크기가 12 

kDa 이상의 투석막 내부 시료는 억제를 보이지만 크기가 작은 

외부의 시료는 효과가 없는 것으로 나타났으며, MWCO 값이 

30 kDa인 Vivaspin 원심 분리관에 농축한 항생물질 용액을 넣

고 5,000 × g로 1시간 원심분리하여 얻은 시료 중에서 분자량 

30 kDa 이상의 시료가 효모의 생육을 억제하는 것으로 보아 

항생물질의 분자량은 30 kDa 이상인 것으로 추정된다. 또한, 

효모에 항균활성을 보이는 시료는 SDS-PAGE에 의한 분자량 

측정 결과 Fig. 3(2)와 같이 약 35 kDa과 14.5 kDa의 크기를 가

지는 2가지 단백질을 포함하는데, Vivaspin 원심 분리 결과 얻

은 30 kDa 이상의 시료가 효모 생육을 억제하였으므로 BB2 균

주가 생산하는 항생물질은 약 35 kDa의 단백질로 판단되나, 

너무 크기가 크고 투석한 시료에 대한 SDS-PAGE 결과 14.5 

kDa의 단백질도 같이 나타나므로 이 단백질들의 세부적인 구

조와 기능에 대한 추가적인 조사가 필요하다. 

세균의 생육을 억제하는 n-butanol 친수성 분획은 노랑색을 

띄며 자외선 하에서 형광을 나타내는 것으로 보아 pyoverdin

과 유사한 siderophore로 판단하였다. 실제로 chrome azurol S 

agar assay (Schwyn and Neilands, 1987)를 통하여 주황색의 

halo가 형성됨을 정성적으로 확인하였으며, 수용성인 특성으

로 볼 때 catechol형이 아닌 hydroxamate형의 siderophore로 

추정된다.

따라서 P. fluorescens BB2 균주는 2차 대사산물로 항생물

질과 더불어 주변의 철(Fe
3+
)을 효과적으로 흡수하기 위한 

siderophore를 동시에 생산하여 Jung과 Song (2015)이 지적한 

바와 같이 주위 미생물들의 생육을 다양한 방법으로 억제하는 

특성을 보여서 병원균들이 내성을 갖지 못하게 하는 장점을 가

졌다. 이러한 다양한 항진균성 억제력이 근권 토양에서 Pseu-

domonas 균주들로 하여금 식물병원균을 억제할 수 있는 생물 

방제 역할을 가능하게 한다.

항생물질의 농도에 따른 효모 균주의 생육 억제를 보기 위

해 전 배양한 C. albicans KCTC 7965 균주를 5 ml의 YM 액체
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Fig. 4. The growth patterns of C. albicans KCTC 7965 in YM medium 

with addition of different concentration of BB2 antibiotic. 

Fig. 5. Uptake of crystal violet by C. albicans KCTC 7965 with BB2 

antibiotic. The concentration of antibiotic treated were 0, 10, 20, 30, 40, 

50, and 60 μg/ml, respectively. Values are means ± SD (error bars) for 

triplicate.

배지가 들어 있는 T형 tube에 2% 농도로 접종하고 n-butanol

로 농축한 소수성 항생물질을 농도 별로 가한 다음, 30°C, 200 

rpm으로 진탕 배양하면서 효모 균주의 생장을 600 nm 파장에

서 배양 시간 별로 측정하였다(Fig. 4). 첨가한 항생물질의 농

도가 10 μg/ml의 경우 균 생장은 대조군과 약간의 차이를 보이

며 원활하였으나 그 이상의 농도에서는 억제를 보이면서 80 

μg/ml 에서는 생장이 멈추었다. 따라서 P. fluorescens BB2가 

생산하는 효모 Candida 생육 억제 항생물질의 MIC (minimal 

inhibitory concentration)는 10 μg/ml 정도라고 판단된다. 

이상과 같이 조사된 P. fluorescens BB2 균주가 생산하는 항

생물질은 소수성을 띄는 단백질 성분이며 효모 균주들의 생육

을 억제하는 특징을 보이는데, 이는 최근 관심을 모으고 있는 

antimicrobial peptide (AMPs)에 속하는 것으로 생각된다

(Bahar and Ren, 2013). 특히 항진균성 AMPs들의 항균 기작을 

보면 대부분 진균류의 세포벽이나 세포막에 작용하여 막투과

성을 변화시키는 amphipathic한 성질을 나타내므로, 본 연구

에서도 이를 확인하기 위하여 Vaara와 Vaara (1981)의 방법을 

변형하여 적용하였다. 미리 전 배양한 C. albicans KCTC 7965 

균주 배양액 50 ml를 10,000 × g, 5분간 원심 분리한 다음, 균체

를 2배의 0.5% NaCl로 현탁하여 T형 tube로 5 ml씩 옮기고 농

축된 항생물질을 MIC 농도 이상으로 첨가하여 7시간 동안 

30°C, 200 rpm으로 진탕 배양을 계속하였다. 이 배양액을 4°C, 

10,000 × g에서 1분간 원심분리하여 상등액을 제거한 다음, 10 

μg/ml crystal violet이 포함된 5 ml의 0.5% NaCl로 현탁하여 다

시 10분간 진탕하였고, 상등액만 취하여 590 nm에서의 흡광도

를 측정하였다. 항생물질을 첨가하지 않은 대조군을 포함하여 

효모 세포의 색소 흡수와 방출 정도를 비교한 결과 Fig. 5와 같이 

항생물질 농도가 높아질수록 세포막의 투과도를 변화시켜 세

포 내로 들어간 색소가 다시 배지로 빠져 나와서 MIC의 6배 농

도에서는 대조군과 비교하여 흡수율이 약 9% 증가하는 것으로 

나타났다. 이는 Lee와 Kim (2014)이 C. albicans를 대상으로 약

용식물 대황의 추출물을 가지고 실험한 결과 MIC의 4배 농도에

서 흡수율이 12% 증가되었다는 보고와 유사한 결과이다.

이상과 같은 결과를 종합하면, P. fluorescens BB2 균주가 

생산하는 항생물질은 효모 균주의 세포막 투과도를 변화시켜 

정상적인 생육을 억제하는 소수성 단백질이다. 이와 같은 방

식의 항진균성 항생물질들은 대부분 소수성 peptide로 구성되

며, 그 길이가 짧을수록 항균효과가 뛰어난 것으로 보고되어 

있는데(Bahar and Ren, 2013), BB2 균주가 생산하는 항생물

질은 크기가 비교적 큰 단백질이므로 구조를 변화시켜서 활성

을 높이는 과정을 거친다면 더욱 유용한 천연물 항생제가 될 

것으로 기대한다.

적  요

효모의 생육을 억제하는 세균을 배추의 근권 토양에서 분리

하였다. API 20NE test와 16S rRNA 유전자 염기서열 분석 결과 

Pseudomonas fluorescens BB2로 동정되었다. P. fluorescens 

BB2 균주는 3%의 glucose가 포함된 YM 배지에서 20°C로 배양

하였을 때 효모에 대한 항생물질을 2차 대사산물로서 효과적으

로 생산하였다. BB2 균주의 단백질성 항생물질은 ammonium 

sulfate에 의한 침전과 N-butanol 추출에 의해 농축되었으며, 

효모의 생육을 억제하는데 Candida albicans KCTC 7965에 

대한 minimal inhibitory concentration은 10 μg/ml이었고, 80 

μg/ml 농도에서는 완전히 억제하였다. N-butanol 추출에 의한 
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친수성 분획은 Bacillus cereus ATCC 21366의 생육을 억제하

였으며, chrome azurol S 평판배지에서 주황색 halo를 생성하

므로 철과 결합하는 siderophore를 포함한다. 세포막을 통한 

crystal violet의 흡수를 조사한 결과 효모 C. albicans에 대한 

소수성 항생물질 60 μg/ml의 농도에서는 대조군에 비해 막 투

과성이 약 9% 증가하였다. P. fluorescens BB2 균주가 생산하

는 항생물질은 효모 Candida의 생육을 억제하는 antimicrobial 

peptide의 일종으로 보이며, 이는 Pseudomonas 속에서는 처

음으로 보고되는 것이다.
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