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Probiotics는 사람이나 동물에게 건조 세포나 발

효 산물의 형태로 투여하여 숙주의 장내세균총을 

개선하여 좋은 영향을 주는 단일 혹은 복합 형태의 

생균제, 동물용 사료 첨가제로서의 생물체나 물질 

그리고 살아있는 미생물 사료 첨가제 등으로 정의

되어진다(Gatesoupe, 1999; Irianto and Austin, 2002). 
양식 어류에 있어서도 질병 원인균의 과다 증식을 

억제하고 어체의 건강을 유지시키기 위한 pro-
biotics 개발에 관심이 집중되어 많은 연구들이 진
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The biological characteristics of Bacillus sp.CPB-St as a probiotic strain to control fish streptococcosis 
was determined. Based on 16S rRNA sequencing, Bacillus sp.CPB-St was identified as Bacillus 
pumilus and named B. pumilus CPB-St (Abbreviated as CPB-St). Growth inhibitory activity of CPB-St 
against Streptococcus spp. was examined at three different incubation temperatures (20℃, 25℃, and 
30℃) and three culture media (NA, TSA, and BHIA) based on the diameter of inhibition zone. Its 
activity (inhibition zone of 11∼29 mm) at 20℃ was higher than that (12∼21 mm) at 30℃. Its 
activity (29 mm) in NA media was the same as that (29 mm) in TSA media. However, it was higher 
than that (22 mm) in BHIA media. The inhibitory activity of CPB-St against Streptococcus spp. 
was high at pH7. However, its activity was the same at salinity of 0.5% to 3%. CPB-St showed 
maximum growth after incubation at 25℃ for 48 h. To use CPB-St as probiotics, settlement studies 
in fish intestine and its efficacy through feeding are needed. CPB-St was highly resistant to gastric 
juice at pH4 and flounder’s bile salt as well as deoxycholic acid at 300 μg/ml. CPB-St showed optimal 
viability in 1% NaCl. It showed similar growth in 0% to 7% NaCl. CPB-St could tolerate -20℃ 
and -70℃ for 45 min. There was no difference in the growth of the strain between room temperature 
and 4℃. Fish diet supplemented with CPB-St could be stored at low temperature without cell loss. 
Therefore, CPB-St might be used as probiotics to control streptococcosis of fish.

Key words: Fish disease, Probiotic bacteria, Bacillus pumilus CPB-St, Streptococcus 

†Corresponding author: Eunheui Kim 
Tel: +82-61-659-7171, Fax: +82-61-659-7179
E-mail: ehkim@chonnam.ac.kr



64 이민영 · 김은희

행되어 왔다 (Verschuere et al., 2000; Irianto and 
Austin, 2002a,b; Kesarcodi-Watson et al., 2008; 
Nwachi, 2013: Tuan et al., 2013). 사람이나 가축으

로부터 분리된 균주를 어류에 이용한 예로써 인간

에게 유용한 효과를 발휘하는 것으로 알려진 

Lactobacillus rhamnosus를 이용하여 무지개송어의 

절창병 원인균인 Aeromonas salmonicida 의 생존억

제 및 무지개송어의 면역 증강 효과에 관한 연구 

(Nikoskelainen et al., 2001, 2003)와 L. rhamnosus 
JCM 1136의 균주를 무지개송어에 먹임으로써 선

천적 면역 증강 및 장내 정상세균총의 변화를 알아

본 연구 (Panigrahi et al., 2004) 등이 있다. 한편 수산

생물로부터 분리된 균주를 probiotics로 이용한 연

구로는 Atlantic salmon의 장으로부터 분리된 Car-
nobacterium sp.가 atlantic salmon과 rainbow trout의 

병원성 세균에 대하여 유용한 작용을 한다는 보고

가 있다 (Robertson et al., 2000). 또한 새우 부화장

으로부터 분리된 Vibrio alginolyticus가 새우 양식

에 큰 손실을 주는 V. harveyi에 대해 inhibition ef-
fect를 가진다는 보고가 있으며 (Ruangpan et al., 
1998). 그리고 Atlantic cod의 장으로부터 분리된 

Carnobacterium divergens를 사료와 섞어 먹임으로

써 성장과 생존율이 증가하였다는 보고가 있다 

(Gildberg et al., 1997). 
이전 연구에서 연쇄상구균에 특이적으로 증식 

억제능력을 보였던 Bacillus sp.CPB-St를 선발하여 

probiotic bacteria로서의 사용 가능성을 검토한 바 

있다 (Lee and Kim, 2014). 본 균을 어류 양식을 

위한 probiotic bacteria로 개발하기 위해서는 어류

의 장내 환경에서 생존 가능해야 한다. 그러므로 

본 연구에서는 Bacillus sp.CPB-St의 pH 및 담즙 내

성을 포함한 다양한 생물학적인 특성을 알아보고

자 하였다.

재료 및 방법

Bacillus sp. CPB-St의 동정

양식산 굴로부터 분리되어 어류병원성 연쇄상

구균에 대하여 생장억제효과가 있는 것으로 보고

된 (Lee and Kim, 2014) Bacillus sp.CPB-St를 16S 
rRNA 유전자의 염기서열에 근거하여 동정하였다. 

Universal primer (fD1, AGAGTTTGATCCTGGC-
TCAG: rP2, ACGGCTACCTTGTTACGACTT) 를 

이용하여 polymerase chain reaction (PCR: Pre-dena-
turation, 95℃, 5 min, 1 cycle; Denaturation, 95℃, 
30 sec ; Annealing, 55℃, 30 sec; Extension, 72℃, 
90 sec, 30 cycles; Final extension, 72℃, 5 min, 1 
cycle)을 실시하였다. PCR 산물을 purification kit 
(AccuPrep, Bioneer)를 이용하여 정제한 후 se-
quencing 의뢰하여 얻은 염기 서열을 NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, 
USA)의 Blast Search를 이용하여 기존의 보고된 세

균종과 비교하였다.

배양 조건에 따른 CPB-St의 항균력 변화

다양한 조건에서 배양한 CPB-St가 Streptococcus 
sp.에 대하여 어느 정도 생장억제능력을 나타내는

지 알아보기 위하여 double layer test (Sugita et al., 
1996)를 실시하였다. CPB-St를 배지 중앙에 5 ㎕ 
접종하여 25℃에서 3일간 배양한 후 chloroform으

로 30분간 처리하여 CPB-St를 사균화 시켰다. 107 

CFU/ml의 Streptococcus sp.를 함유한 0.7% soft 
agar (Bacto Agar, Difco)를 CPB-St plate에 중층 시

켜 30℃에서 24시간 배양하여 생장 억제 정도를 

측정하였다. 
배지의 종류와 배양 온도 및 배양 시간이 항균력

에 미치는 영향을 알아보기 위해서 NA, TSA 그리

고 BHIA 배지에서 20℃, 25℃ 및 30℃로 배양하였

으며, 배양 시간은 0∼120시간 까지 24시간 간격으

로 조사하였다 ( Sugita et al., 1998; Avonts et al., 
2004). 

한편 pH는 TSA 배지를 pH 4.0∼9.0의 6 단계로 

조정하여 사용하였으며, 염분 농도는 TSA 배지에 

NaCl의 농도를 0.5∼10%의 12 단계로 조정하였다.

CPB-St의 생물학적 특성 조사

1) 생장곡선

적정 시점에서의 균의 확보 및 다른 응용실험에 

활용하기 위해서는 세균의 증식곡선을 알아보는 

것이 필요하다. CPB-St의 생장곡선을 알아보기 위

하여 흡광도를 측정하였다. 200 ml의 TSB에 105 

CFU/ml의 CPB-St를 접종하고 30℃에서 90 rpm으
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로 48시간 동안 배양하면서 2시간 간격으로 600 
nm에서 흡광도를 측정하여 생장곡선으로 나타내

었다.

2) 인공위액에 대한 내성

양식넙치 위(stomach)의 pH 측정결과를 토대로 

인공위액에 대한 내성실험을 수행하였다. 1N HCl
을 사용하여 pH 4.0 으로 조정한 TSB 배지에 1% 
pepsin (Sigma)을 첨가하여 인공위액으로 사용하

였다 (Park et al., 1998). CPB-St는 TSB 배지에 24시
간 배양한 후 원심분리 (8000 rpm, 15℃, 10 min)하
여 cell을 회수하고 멸균 생리식염수 (0.65% NaCl)
로 2회 세척한 후, 생균수 106 CFU/ml 수준으로 

인공위액에 접종한 후 25℃로 배양하면서 5시간 

동안 일정 간격으로 TSA 배지에 도말하여 생균수

를 측정하였다. Control은 pH 7.0 으로 조정하고 

pepsin은 첨가하지 않았다.

3) 담즙에 대한 내성

CPB-St의 담즙에 대한 내성은 넙치로부터 담즙

을 직접 취하여 사용하는 방법과 배지에 deoxy-
cholic acid (Sigma)를 농도별로 만들어 CPB-St를 

배양하는 방법을 이용하였다 (Lee et al., 1991). 
전장 25 cm의 넙치로부터 쓸개에 모아져 농축되

어 있는 담즙을 분리하여 직경 0.20 μm membrane 
filter로 여과하였다. 25℃에서 24시간 동안 배양하

여 107 CFU/ml의 농도로 조정한 CPB-St 10 ㎕에 

PBS (0, 10, 30, 60 μl)와 Bile (90, 80, 60, 30 ㎕)을 

각각 섞어 최종량을 100 μl로 조정하였고, 25℃에

서 1시간 배양한 후 TSA에 각각 도말하여 25℃에

서 24시간 배양한 후 결과를 확인하였다. 또한 de-
oxycholic acid (담즙산)를 0~500 μg/ml 농도별로 첨

가하여 제작한 TSA 배지에 CPB-St를 105 CFU/ml
로 조정한 것을 도말하여 25℃에서 48시간 배양하

면서 증식유무를 확인하였다. 

4) 염분 (NaCl) 농도 내성

NaCl을 0.5~20% 함유한 TSA 배지에 105 CFU/ml
으로 조정한 CPB-St를 도말하여 25℃에서 48시간 

배양한 후 colony 수와 크기 그리고 증식유무를 확

인하였다. 

5) 저온 내성

CPB-St를 105 CFU/ml으로 조정한 뒤 소형 tube
에 1 ml씩 분주하여 실온 (25℃), 냉장 (4℃), 냉동 

(-20℃), 초저온냉동 (-70℃) 조건에 각각 넣은 후 

15, 30, 45, 60, 90, 120, 180분 경과 후에 TSA 배지

에 도말하여 25℃에 배양한 후 온도에 따른 시간대

별 차이를 비교하였다.  

결   과

Bacillus sp. CPB-St의 동정

Bacillus sp.CPB-St의 16S rRNA 유전자의 염기서

열을 NCBI의 Blast Search를 이용하여 기존의 보고

된 세균종과 비교한 결과 Bacillus pumilus와 99% 
이상의 상동성을 보였으므로 본 균주를 B. pumilus 
CPB-St(이하 CPB-St)로 명명하였다.

배양 조건에 따른 CPB-St의 항균력 변화

1) 배지, 배양온도와 시간에 따른 변화

NA와 TSA 배지에 배양하였을 때 나타내는 증

식 억제력은 유사하였지만, BHIA 배지에서는 2~7 
mm정도 다소 낮게 나타났다 (Table 1). 또한 20℃
와 25℃에서 배양하였을 때가 30℃에서 보다 시간

대별 억제능력이 높게 나타났다.   

2) 배지의 pH에 따른 변화

pH 4.0~9.0의 범위에서 배양한 CPB-St가 나타내

는 생장억제대의 크기를 배양 24시간 후에 비교한 

결과 (Fig. 1), pH 7.0에서 18 mm로 가장 높게 나타

Table 1. Inhibition zone of Bacillus pumilus CPB-St 
against Streptococcus sp. according to culture medium, 
temperature and incubation time 

Medium
        ℃
 Hour

NA TSA BHIA

20 25 30 20 25 30 20 25 30

24
48
72
96

120

13a

20
24
25
29

16
21
24
25
26

16
20
20
21
18

13
21
24
26
29

15
22
25
25
26

16
20
20
21
17

11
18
20
21
22

13
17
18
18
19

12
15
15
15
16

a Inhibition zone (mm)
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났고, 산 보다는 염기의 조건에서 다소 높은 항균

력을 보였다. pH 4.0에서는 CPB-St의 증식은 이루

어졌지만, Streptococcus sp.의 증식이 억제되어 항

균력을 확인할 수 없었다.

3) 배지의 염분 농도에 따른 변화

배양배지 내의 염분농도가 0.5~10% 일 때 나타

나는 항균 범위를 배양 24 시간 후에 확인한 결과 

3%의 농도까지 항균범위가 18 mm로 동일하게 나

타났고, 농도가 높아질수록 항균범위가 줄어들었

으며 8% NaCl 이상의 농도에서는 CPB-St의 증식

은 관찰되었지만, Streptococcus sp.의 증식이 관찰

되지 않아 항균력을 확인할 수 없었다 (Fig. 2).

Bacillus pumilus CPB-St의 생물학적 특성

1) 생장곡선

CPB-St의 생장곡선을 알아보기 위하여 48시간 

동안 배양하면서 흡광도를 조사한 결과 완만한 증

가 경향을 보였으며, 48시간에 최고의 증식을 보였

다 (Fig. 3).

2) 인공위액에 대한 내성

24시간 절식시킨 30 cm 넙치의 위를 분리하여 

pH를 측정한 결과 3.0~4.0을 나타내었다. 또한 양

식 넙치 위의 pH를 근거로 하여 pH 4.0으로 조정한 

인공위액에서의 CPB-St의 내성을 조사한 결과

(Fig. 4), 5시간이 경과한 시점까지 CPB-St는 조금

씩 감소하는 변화를 보인 반면 대조구인 pH 7.0에
서는 일반적인 균의 증식형태를 보였다. 

Fig. 1. Inhibition zone of Bacillus pumilus CPB-St against 
Streptococcus sp. in TSA medium adjusted to various 
pH. The growth of Streptococcus sp. was not detected 
at pH 4. 

Fig. 2. Inhibition zone of Bacillus pumilus CPB-St 
against Streptococcus sp. in TSA medium adjusted to 
various concentrations of NaCl. The growth of Strepto-
coccus sp. was not detected from 8% to 10% of NaCl

Fig. 3. Growth curve of Bacillus pumilus CPB-St cul-
tured in TSB medium at 30℃ for 48 hours.

Fig. 4. Viable cell numbers of Bacillus pumilus CPB-St 
in TSB medium adjusted to pH 4.0 or pH 7.0.
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3) 담즙에 대한 내성

넙치에서 분리한 담즙을 농도별로 CPB-St와 섞

어서 배양한 결과 농도에 관계없이 CPB-St는 동일

하게 성장하였다. 한편 TSA 배지에 deoxycholic 
acid를 첨가하여 CPB-St를 배양한 결과 48시간을 

기준으로 300 μg/ml의 농도까지 CPB-St의 증식이 

확인되었다 (Table 2).

4) NaCl 농도 내성

NaCl이 함유된 TSA 배지에서 CPB-St의 성장을 

확인한 결과, 1%의 농도에서 최적의 성장을 보였

으며 7%의 농도까지는 80% 이상의 증식을 보였다 

(Fig. 5).

5) 저온 내성

저온에서의 생존력을 알아본 결과 –20℃와 –70 
℃에서는 45시간 경과 시점부터 대조군에 비해 성

장 감소가 나타났다. 그러나 냉장 온도(4℃)에서는 

실온과 별다른 차이를 보이지 않았다 (Fig. 6).

Fig. 6. Viable cell of Bacillus pumilus CPB-St after in-
cubation at various temperatures.

고   찰

양식생물생산 경향이 양적인 생산에 주력하였

던 것에서 소비 주체인 인간에 대한 안전성을 고려

하는 것으로 전환됨에 따라 항균제에 대한 사용 

규제가 불가피하게 되었다. 따라서 보다 적절한 치

료대책들이 강구 되었으며 그 중 대상숙주 뿐만 

아니라 인간에게도 유익한 세균을 이용하는 연구

가 진행되어 왔다 (Gomez-Gil et al., 2000; Fernά
ndez et al., 2003; Macey and Coyne, 2004). 이전 연

구에서 어류에 사용하는 probiotics의 인체에 대한 

안전성을 고려하여, 사람이 날 것으로 섭취하는 패

류로부터 유용세균을 분리하여 이의 probiotics로
서의 이용가능성을 보고한 바 있다 (Lee and Kim, 
2014). 본 연구는 이 세균을 유용세균으로 개발하

기 위하여 필요한 기초조사로서 세균의 생물학적 

특성들을 알아 보았다.
CPB-St의 배양 조건에 따라 병원성 Streptococ-

cus sp.에 대한 항균력을 비교해 본 결과 고온 보다 

저온 (20℃)에서, 고 영양배지 보다는 일반배지 

(NA and TSA)에서 배양 하였을 때 높은 항균력을 

보였다. 이는 Streptococcus sp.가 생장 적온이 보다 

높고 BHIA와 같은 특수영양분이 함유된 배지에서 

잘 자라는 특성 때문인 것으로 보인다. pH 7.0의 

조건과 0.5~3% 염분농도 범위에서 항균범위가 높

게 나타났다. pH 4.0과 염분농도 8% 이상에서 

CPB-St의 증식은 보였지만, Streptococcus sp.가 증

식하지 않았기에 항균력을 관찰할 수 없었다. 하지

만 확인 되어진 부분의 자료를 근거로 CPB-St가 

Table 2. Resistance of Bacillus pumilus CPB-St to bile 
acid for 48 hours

Deoxycholic acid (μg/ml) Growth of CPB-St
0

100
200
300
400
500

+
+
+
+
-
-

Fig. 5. Viable cell of Bacillus pumilus CPB-St in TSA 
medium prepared with various concentrations of NaCl. 
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pH 4.0과 염분농도 8% 이상에서도 항균력을 나타

낼 수 있을 것으로 보인다.
CPB-St의 성장은 48시간 까지 지속적인 증가를 

보이고 있으며 증식 속도가 빠르고 그 양도 많기 

때문에 향후 대량생산 형태를 가진다면 균의 확보

에 어려움이 없을 것으로 여겨진다. 경구로 투여되

는 probiotics는 내산성이 있어야 할 뿐 아니라, 일
정 기간 장내에 머물기 위해서는 쓸개에서 분비되

는 담즙 (pH 7.8∼8.6)과 각종 소화효소의 분해 작

용에 저항성이 있어야 한다. 순수한 위액의 pH는 

2.0 전후로서 대부분의 미생물들은 여기에서 사멸

하게 된다. 하지만, 먹이를 함께 투여할 경우 완충

작용으로 인해 pH는 높아지게 되고 in vitro와 in 
vivo에서의 실험결과는 거의 일치한다는 보고가 

있다 (Park et al., 1996). CPB-St의 인공 위액 및 어

류 담즙에 대한 내성을 조사한 결과, pH 4.0에서 

생장이 감소하는 경향을 보였으나 probiotic를 사

료에 섞어 경구로 투여되는 방법을 고려했을 때 

완충작용이 나타나므로 실제 위에서의 감소율은 

크지 않을 것으로 여겨진다. 어류에게 급이 된 사

료가 소화 작용을 거쳐 위를 통과하는 시간이 2시
간 시점부터이므로 실험에서 보여준 5시간 경과 

실험은 위액에 대한 내성의 가능성을 부여해 주는 

것으로 보여 진다. CPB-St가 섭이를 통해 소화관 

내로 들어가면서 위를 통과한 후 장을 거쳐야 하는 

과정에서 일정 기간 장내에 머물기 위해서는 쓸개

에서 분비되는 담즙과 각종 소화효소의 작용에 견

뎌내야 한다. 담즙의 pH는 7.8~8.6으로 알칼리성이

며 산성인 위액에 의해 중화가 이루어진다. 쓸개즙 

속에 있는 담즙산의 하나인 deoxycholic acid를 함

유한 배지에서 CPB-St는 300 μg/ml까지 생존이 가

능하였는데, 이는 유산균의 경우 담즙내성이 250~ 
500 μg/ml로 보고 된 것에 근거했을 때 담즙에 대

한 내성이 있는 것으로 여겨진다 (Lee et al., 1991). 
또한 넙치로부터 직접 담즙을 취하여 농도별로 조

사한 결과 CPB-St의 증식 억제가 나타나지 않았으

므로 담즙에 대해 안정하다고 보여진다. CPB-St는 

염분농도 0.5~10% 사이에서 성장이 가능한 광염

성 세균으로써 사육수의 염분 농도에 영향을 받지 

않을 것으로 보인다. 냉동 보관용 생사료와 배합사

료를 섞어서 Moist Pellet (MP)사료를 만드는 과정

에 CPB-St를 첨가할 경우 저온에서의 내성이 요구

되는데 CPB-St의 경우 사출기를 통과하는 시간까

지 안전할 것으로 보여 진다.
그러므로 CPB-St는 사료에 섞어 투여하였을 때 

저온에 의한 균 손실이 없으며 어류의 장내환경에

서도 안정할 것으로 판단되어 수산용 probiotic로 

개발 가능하다고 판단된다.

요   약

어류병원성 연쇄상구균에 대하여 항 미생물 효

과를 갖는 것으로 보고된 Bacillus sp. CPB-St를 수

산용 probiotics로 개발하기 위한 기초 조사로서 미

생물의 생물학적인 특성을 알아보았다. Bacillus sp. 
CPB-St는 16S rRNA 유전자 염기서열에 근거하여 

Bacillus pumilus로 동정되었으며 B. pumilis CPB-St 
(이하 CPB-St)로 명명되었다. CPB-St를 배양 온도 

및 배지의 종류에 따라 Streptococcus sp.에 대한 생

장억제능력을 평가한 결과, 20℃(억제대: 11~29 
mm)에서 배양하였을 때가 30℃ (12~21 mm)에서 

배양했을 때보다 생장억제효과가 높았고, NA (29 
mm)와 TSA (29 mm)에서는 유사하였으나 BHIA 
(22 mm)에서는 낮게 나타났다. 또한 생장억제대의 

크기는 pH 7.0에서 18 mm로 가장 높게 나타났고, 
염분농도 0.5~3%에서는 동일하였다. 한편 CPB-St
의 생물학적 특성을 알아본 결과 30℃에서 완만한 

증식을 보였으며 배양 후 48시간에 최고 생장을 

나타내었다. pH 4.0로 조정한 인공위액에서는 5시
간까지 약간의 감소만 나타내었다. 넙치에서 채취

한 담즙에서 CPB-St는 농도에 관계없이 동일한 성

장을 보였으며 deoxycholic acid가 첨가된 TSA배지

에서 300 ㎍/ml의 농도까지 증식 가능하였다. 또한 

1%의 염분농도에서 최적의 성장을 보였으며 7%
의 농도까지 증식에 큰 차이를 보이지는 않았고 

저온 내성의 경우 -20℃와 -70℃에서는 45분경과 

시점부터 대조군에 비해 성장 감소가 나타났으나 

4℃에서는 실온과 차이를 보이지 않았다. 따라서 

CPB-St는 어류의 소화관 내에서의 생존가능성이 

높으며 사료에 첨가하여 저온에 보관하여도 균수

가 감소되지 않을 것으로 판단된다.
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