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Bacillus cereus에 대한 actinonin의 항균 효과
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Abstract The objective of this study was to investigate the anti-Bacillus cereus activity of actinonin. Actinonin inhibited
the growth of B. cereus in a dose dependent manner. The growth-inhibitory activity of actinonin was evaluated using a
broth micro-dilution method, and minimum inhibitory concentration (MIC) and agar disk diffusion tests. B. cereus showed high
susceptibility to actinonin in a concentration-dependent manner and MIC was determined to be 0.192 µg/mL. Additionally, 1 and
2 mM actinonin induced formation of B. cereus inhibition zones. In addition, as compared to B. cereus alone, B. cereus
added with 10 µM actinonin showed a lower level of cytotoxicity in HeLa cells in vitro. Thus, this study revealed that
actinonin could be a potential source of a natural antimicrobial agent or a pharmaceutical component against B. cereus.
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서 론

식품위생기술과 의학의 발달에도 불구하고 전 세계적으로 식

품으로 인한 질병이나 위해는 꾸준히 일어나고 있으며, 특히 식

중독 발병은 최근 식생활 패턴의 변화, 기후 변화, 면역력이 약

화된 노령 인구의 증가 등으로 인하여 꾸준한 증가추세를 보이

고 있다(1). 따라서 식중독 발병을 야기하는 식중독균(foodborne

pathogen)을 억제하는 것은 식품위생상 가장 중요한 과제 중 한

가지로 대두되고 있으며, 현재 이러한 식중독균을 억제하기 위한

치료방법으로 항생제가 빈번히 사용되고 있다. 그러나 항생제를

장기간 사용할 경우 항생제 내성, 장기의 손상, 면역 과민 반응

등 부작용이 나타난다고 보고되고 있을 뿐만 아니라(2-4), 유기농

식품, 무보존료 제품이 전반적으로 선호되고 있는 사회적 분위기

때문에 천연항균제에 대한 소비자의 요구도는 지속적으로 높아

지고 있는 실정이다(5). 이로 인해, 기존 항균제들이 가지는 부작

용을 나타내지 않는 천연물질로 구성된 새로운 항생물질을 찾아

내는 연구가 활발히 진행되고 있으며, 지금까지 밝혀진 천연 항

생물질 중 actinonin은 일부 병원성 미생물들의 생장을 효과적으

로 억제하는 것으로 알려져 있다(6-7).

주로 토양에서 분리된 Streptomyces나 Actinomyces spp.에 의해

생성되는 pseudo-tripeptide인 actinonin은 세포의 단백질 합성 과

정에서 polypeptide의 N-말단에 생성되는 N-formylmethionine을 제

거하는 peptide deformylase (PDF)의 억제제(inhibitor)로서 작용하

는 것으로 알려져 있다(8-10). 인간의 경우 암세포의 미토콘드리

아에 존재하는 human peptide deformylase (Homo sapiens PDF

or HsPDF)의 기능을 억제함으로써 항암에 효과가 있는 것으로

보고되어 있으며(7,11), 세균의 경우 역시 세균의 생장 및 대사에

필요한 단백질의 올바른 합성을 저해하여 이들의 생장을 억제 할

수 있는 천연항균물질로서 알려져 있다(6,12-13). 그러나 actinonin

의 병원성 미생물에 대한 항균 효과 연구는 아직까지 미흡한 실

정이며, 특히 Staphylococcus aureus와 병원성 대장균(pathogenic

Escherichia coli) 등 일부 식중독균에 대해서는 오히려 항균활성

을 나타내지 않는다는 보고가 있다(14).

식중독의 대표적인 원인균 중 하나인 Bacillus cereus는 중온성,

호기성, 그람 양성으로 알려져 있으나, 때때로 혐기적 환경에서

도 생존하며 포자(spore) 형성을 통해 다양한 환경에 적응할 수

있다(15). 장류, 발효유 등을 포함하는 여러 식품에서 검출되며

열에 불안정한 diarrheal toxin에 의한 설사형 식중독(diarrheal

foodborne illness)과 cereulide라 불리는 열에 안정한 emetic toxin

에 의한 구토형 식중독(emetic foodborne illness)을 각각 야기한다

(16-18). 하지만 이러한 B. cereus의 위험성에도 불구하고 B. cereus

에 의한 오염을 제어하기 위한 연구는 아직까지 미흡한 실정이

다. 따라서, 본 연구는 정확히 규명되지 않은 천연항균물질인

actinonin의 식중독균에 대한 항균활성 특성을 파악하기 위하여

B. cereus를 대상으로 연구를 진행하였다.

재료 및 방법

Actinonin 용액 제조 및 실험 균주와 배양 조건

실험에 적용하기 위한 actinonin (Abcam, Cambridge, UK)

solution은 5 mg의 분말 형태인 actinonin을 DMSO (dimethyl sul-

foxide)에 녹여 50 mM 농도의 solution으로 만들어 사용하였다. 본
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연구에 사용된 표준균주인 Bacillus cereus ATCC 27348은 Luria-

Bertani (LB; Difco Inc., Detroit, MI, USA) 배지에서 37oC의 호

기적인 조건으로 배양하였다.

Actinonin에 의한 B. cereus 생장 억제 측정

먼저 actinonin의 B. cereus에 대한 억제 효과 여부를 파악하고

자 actinonin이 첨가된 LB 액체 배지에서의 B. cereus 생장 변화

를 측정하였다. 계대배양된 B. cereus가 흡광도(optical density,

OD600 nm) 0.8의 대수기(log-phase)에 이르렀을 때, 90 µM의 actino-

nin을 첨가한 실험군과 DMSO를 첨가한 대조군의 각 흡광도를 2

시간 간격으로 8시간 동안 측정하여 생장곡선을 작성하였다.

Actinonin의 항균활성 측정

Actinonin의 B. cereus에 대한 항균활성은 세가지 방법으로 측

정되었다. 먼저, Liu 등, Kim 등, Brudzynski 등(19-21)에서 제시

된 broth micro-dilution method를 응용하여 actinonin의 농도에 따

른 B. cereus에 대한 항균활성을 측정하였다. 흡광도 값 0.8까지

배양한 B. cereus의 colony forming unit (CFU)를 측정하였고 7.8

log CFU/mL를 96-well plate에 분주하고, 각 well에 actinonin (0,

2, 20, 50, 100, 500, 750 µM)을 첨가한 뒤, 37oC, 200 rpm에서 8

시간 동안 진탕배양기(Daewon Science, Bucheon, Korea)에서 진

탕하였다. 그 후 시료를 취하여 PBS (phosphate-buffered saline)를

사용하여 10진 희석 한 후 LB 고체 배지에 도말하였다. 이후

37oC의 incubator에서 18시간 배양 후 형성된 집락수를 계수하여

colony forming unit (log CFU/mL)로 나타내었다. 또한 같은 조건

으로 B. cereus를 actinonin과 함께 96-well plate의 각 well에 분

주 후 37oC에서 8시간 동안 정치 시킨 후 plate의 각 well에 처

리된 배양액을 취하여 10진 희석 후 LB 고체 배지에 도말하고

18시간동안 37oC의 incubator에서 배양 후 집락수를 계수하였다.

두번째로, National Committee for Clinical Laboratory Standards

(22)의 방법에 따른 agar disk diffusion test를 시행함으로써 직경

0.8 cm의 paper disk들을 16시간 동안 진탕 배양 된 B. cereus가

도말된 Mueller-Hinton (Difco Inc.) 고체배지 표면에 위치시켜 각

paper disk들에 actinonin (0, 0.02, 0.1, 0.2, 1, 2 mM)을 첨가하고

18시간 배양한 후 억제환의 지름을 측정하였다. 세번째로, Chaieb

등, Paulo 등, Gutiérrez-Larraínzar 등(23-25)에서 이용된 broth

micro-dilution MIC (minimum inhibitory concentration) test를 이

용하여 B. cereus에 대한 actinonin의 MIC를 측정하였다. 첫번째

항균활성 측정 실험과 같은 조건으로 하여 배양된 B. cereus가 들

어있는 96-well plate의 각 well에 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1,

2 µM의 actinonin을 첨가한 뒤, 37oC에서 18시간 동안 정치 시켰

다. 그 후 각 well의 흡광도(OD600 nm)를 측정하여 DMSO가 함유

된(0 µM actinonin) B. cereus 반응액의 흡광도보다 낮은 흡광도를

가진 B. cereus 반응액이 함유하는 actinonin의 농도를 MIC로 측

정하였다.

동물세포 배양 및 세포 독성 측정

본 실험에 사용된 동물세포 HeLa 세포(cervical cancer cell line)

는 미생물자원센터(Korean Collection for Type Cultures, Jeongeup,

Korea)에서 구입하여 사용하였다. 세포 배양액으로는 10% FBS

(Fetal Bovine Serum; Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% pen-

icillin-streptomycin (Gibco)이 첨가된 DMEM (Dulbecco’s Modi-

fied Eagles Medium; Gibco)이 사용되었다. 37oC, 5% CO2 배양기

에서 세포가 cell culture flask (SPL Life Sciences, Pocheon,

Korea)의 70-80% 가량 자라나는 3-4일 간격으로 계대배양하면서

실험에 사용하였다. Actinonin에 의한 B. cereus의 HeLa 세포에

대한 세포 독성 억제는 Park 등(26)의 방법에 따라 측정되었다.

먼저, 0.5% trypsin-EDTA (10X)로 T75 cell culture flask의 80%

가량 자라난 세포를 걷어내어 24-well plate의 각 well들에 DMEM

과 함께 2 mL씩 분주하여 37oC, 5% CO2 배양기에서 16시간 동

안 배양을 하였다. 이후 phenol red가 함유되지 않은 DMEM

(Gibco)으로 각 well의 세포 배지를 바꾸고, B. cereus를 MOI

(Multiplicity Of Infection) 20으로 세포에 감염시켰다. 감염된 세

포들에 DMSO와 10 µM actinonin을 첨가하여 45분마다 135분까

지 CytoTox96 non-radioactive cytotoxicity kit (Promega, Madi-

son, WI, USA)를 이용하여 파괴된 세포로부터 나오는 lactate

dehydrogenase (LDH) 양을 흡광도 (OD490 nm) 측정으로 알아냈다.

통계분석

모든 실험 단계는 3반복 실시하였으며 결과의 통계분석은 SAS

(Statistical Analysis System; SAS Institute Inc, Cary, NC, USA)

프로그램을 통하여 one-way analysis of variance (ANOVA) 방법

을 이용하여 p<0.05 유의 수준에서 통계분석을 하였다.

결과 및 고찰

Actinonin의 생장억제 효과

Actinonin의 B. cereus에 대한 생장억제 여부는 흡광도 측정을

Fig. 1. Growth inhibition effect of actinonin against Bacillus

cereus. (A) Actinonin (C19H35N3O5) is a pseudo-tripeptide hydroxamate
inhibitor derived from L-prolinol and its n-pentyl side chain binds
hydrophobic subsite of peptide deformylase (PDF), which inhibits
the activity of PDF that removes N-formyl groups before the action
of methionine aminopeptidase (MAP) in N-terminal methionine
excision (NME) pathway from eubacteria. (B) B. cereus was
incubated at 37oC for 16 h and subcultured in 20 mL of LB broth
media until its optical density (OD600 nm) reached 0.8. Then, growth
of the B. cereus group and the B. cereus added with 90 µM of
actinonin group was identified by measuring their optical density
every two hours until eight hours after actinonin treatment. Results
are the means of three observations±standard deviations.
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통해 확인되었다. 90 µM의 actinonin이 포함된 LB 배지에서 배양

된 B. cereus는 DMSO가 처리된 배지에서 배양된 B. cereus에 비

해 대수기부터 정지기에 이르기까지 지속적인 생장 저해 효과를

확인할 수 있었고, 8시간 이후에는 흡광도가 약 20% 감소한 것

이 관찰되었다(Fig. 1).

Margolis 등(14)은 actinonin이 S. aureus, pathogenic E. coli의

생장을 억제 시키지 못한다고 보고한 반면, Chen 등(6)은 actinonin

에 의해 S. epidermidis, Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis,

Neisseria gonorrheae 등의 생장이 억제되었다고 보고하였다. 이는

S. aureus나 pathogenic E. coli의 peptide deformylase (PDF)와는

달리 S. epidermidis, H. influenza, M. catarrhalis, N. gonorheae

등이 가지고 있는 PDF의 활성이 actinonin에 의해 저해됨으로써

나타나는 현상 때문인 것으로 규명되었다(6,14). 따라서 이후

actinonin의 B. cereus에 대한 항균활성 기작 연구에 있어 B.

cereus의 PDF와 actinonin과의 관계 규명이 중요하다고 판단된다.

Actinonin 농도에 따른 B. cereus에 대한 항균활성

Actinonin의 농도별 항균활성을 평가하기 위해 첫번째로 broth

micro-dilution method를 응용하여 LB에서 B. cereus의 생장 억제

효과를 측정하였다. 7.8 log CFU/mL 수준으로 LB 액체배지에 접

종된 B. cereus를 2, 20, 50, 100, 500, 750 µM 농도의 actinonin

으로 처리하여 항균활성을 측정한 결과 Table 1과 같이 나타났

다. 진탕 조건에서의 B. cereus는 actinonin 농도 2 µM부터 유의

적 감소가 확인되었고, 20 µM에서는 약 0.12 log CFU/mL의 감

소가 확인되었으며, 50 µM과 100 µM에서는 각각 0.08, 0.19 log

CFU/mL의 감소가 관찰 되었다(p<0.01). 그러나 100 µM 이상인

500 µM, 750 µM에서의 항균활성은 100 µM에서의 항균활성과 유

의적인 차이가 없음을 알 수 있었다. 반면, 정치 조건에서의 B.

cereus는 농도 2 µM부터 유의적 감소를 보이기 시작하였고 20,

50 µM에서는 0.87 log CFU/mL, 100 µM에서는 1.18 log CFU/

mL의 감소가 확인되었다. 특히 100 µM 이후의 500, 750 µM에서

진탕 조건과는 다르게 각각 2.07, 2.94 log CFU/mL의 더 많은 감

소량을 보였다(p<0.01) (Table 1). 

항균 활성을 측정하기 위한 두 번째 실험으로 agar disk diffu-

sion test를 실시하였다. 0.02, 0.1, 0.2, 1, 2 mM의 actinonin을 함

유한 paper disk를 B. cereus가 도말된 Mueller-Hinton 고체배지에

위치시킨 후 관찰한 결과 1 mM과 2 mM actinonin에 의해서 억

제환이 형성된 것을 확인하였다(Fig. 2). 1, 2 mM actinonin이 처

리된 각 배지들에서 약 1.32, 1.75 mm 크기의 억제환들을 형성시

킨 것을 확인하였고, 억제환들의 크기가 농도에 따라 유의적으로

증가한 것을 알 수 있었다. 

마지막으로 broth micro-dilution MIC test를 통해 actinonin의

B. cereus에 대한 MIC를 측정하였으며, 이를 선행 연구들에서의

Table 1. Antimicrobial susceptibility of Bacillus cereus to

actinonin depending on the concentration of actinonin

Concentration (µM) Shaking incubation Stationary incubation

 01) 08.16±0.028a2) 8.56±0.112a

2 7.80±0.084b 7.85±0.228b

20 7.68±0.098c 07.69±0.112bc

50 7.60±0.059c 07.69±0.160bc

100 7.41±0.068d 7.38±0.198c

500 7.36±0.032d 6.49±0.173d

750 7.39±0.036d 5.62±0.137e

Control: The same amount of DMSO was added to the control of each
strains.
All values are mean±standard deviation of three repeated process.
Different superscripts indicate highly significant difference (p<0.01).
Unit: Log CFU/mL

Fig. 2. Growth inhibition of Bacillus cereus by actinonin treatment in agar disk diffusion test. (A) Examples of inhibition zones for
Bacillus cereus formed by actinonin in agar disk diffusion test; (B) Diameters of inhibition zones of B. cereus depending on concentration of
actinonin.; Mueller-Hinton agar plates were inoculated with 100 µL of B. cereus. Disk papers were placed on the each plate and inoculated with
different concentrations of actinonin (0, 0.02, 0.1, 0.2, 1, 2 mM). The plates were incubated at 37oC for 16 h, then inhibition zones were
determined. DMSO was added to the control group (0 mM). Double stars indicate p values <0.01 and ND indicates that inhibition zone was not
detected.
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천연 순수 분리물질들의 B. cereus에 대한 MIC와 비교를 하였다

(23-25). Chaieb 등(23)은 gentamycin, erythromycin, thymoquinone

의 MIC가 각각 4, 8, 8 µg/mL 라고 보고하였다. Paulo 등(24)의

연구에서는 resveratrol의 MIC가 50 µg/mL로 측정되었다. Carvac-

rol, thymol의 MIC는 각각 200, 400 µg/mL 로서 Gutiérrez-Lar-

raínzar 등(25)의 연구에서 보고되었다. 그러나 본 연구에서 같은

방법을 통해 얻어진 actinonin의 MIC는 0.192 µg/mL (0.5 µM)로

서 기존의 연구되어 온 천연추출물보다 낮은 MIC 값이 측정되

었으며, 이는 actinonin이 B. cereus에 대한 항균 활성이 다른 천

연추출물에 비해 우수함을 의미한다(Table 2).

Actinonin에 의한 B. cereus의 세포 독성 저해 효과

10 µM의 actinonin을 MOI 20의 B. cereus와 함께 HeLa 세포에

투여하여 시간에 따른 released LDH activity를 측정함으로써

actinonin의 세포 독성 억제율을 측정하였다. B. cereus와 DMSO

가 첨가된 대조군에서의 released LDH activity는 시간 경과에 비

례하여 증가하여 45분에서 약 19%, 90분에서 약 91%를 나타내

었고, 135분에서 최대치를 보인 반면, B. cereus와 actinonin이 첨

가된 실험군에서는 측정 초기 시간부터 대조군에 비해 released

LDH activity가 감소하여 반응 시간 45분에는 약 4%, 90분에는

약 32%, 135분에는 약 65%를 나타내었다(Fig. 3).

요 약

본 연구에서는 지금까지 알려진 바와 달리 항균활성의 적용범

위가 모호한 actinonin을 대표적 식중독균인 B. cereus에 적용함

으로써 식중독균에 대한 항균 효과에 대해 연구하였다. 계대배양

된 대수기의 B. cereus에 actinonin을 처리하여 생장 저해 여부를

확인하였고, 96-well plate를 이용한 broth micro-dilution 방법과

agar disk diffusion 방법을 통해 actinonin의 B. cereus에 대한 항

균활성을 측정해본 결과, actinonin의 농도에 비례하여 B. cereus

의 생장이 저해되는 것으로 나타났다. 또한, actinonin의 처리에

따른 B. cereus의 세포 독성 측정 결과 actinonin이 B. cereus의 세

포 독성 또한 억제하는 것을 확인하였다. 따라서, actinonin은 천

연항균물질로서 B. cereus에 의한 식품 오염을 억제하고 식중독

예방 및 잠재적 치료제로서 적용 될 가능성이 있는 것으로 관찰

되었으며, 나아가 다른 식중독균들에 대한 적용 가능성 탐색과

관련한 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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