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Note

서   론

Listeria 속 세균은 환경, 물, 토양, 하수, 야채와 사람 및 동물의 
분변 등에 광범위하게 존재하며 아포를 형성하지 않는 통성 혐
기성 그람양성 간균으로 자연계에 흔히 존재하고 15개의 종으
로 분류된다(den Bakker et al., 2014). 이 중 Listeria ivanovii는 
동물에서만 병원성을 가지며, L. monocytogenes는 사람과 동
물에서 병원성을 나타내는 병원성 식중독 세균으로 알려져 있
다(Camejo et al., 2011). L. monocytogenes는 0-45°C의 광범
위한 생육온도를 가지고 있어 냉동과 건조에 비교적 잘 견디며, 
pH 5 이하의 산과 높은 염도, 진공 또는 질소충전 환경에서도 
성장이 가능한 것으로 보고 되고 있다(Gandhi and Chikindas, 

2007; Allerberger and Wagner, 2010). 또한 biofilm 형성으로 
생물체와 무생물체 표면에 용이하게 부착하여 열악한 조건에서
도 생존이 가능한 세균이다(Skowron et al., 2018).  

L. monocytogenes에 의한 식품 매개 질병인 리스테리아증
(listeriosis)은 이 세균이 만들어 내는 독성 단백질들이 주요 인
자로 알려져 있다. 음식물을 통해 장관을 침습하여 혈관을 통
해 각종 기관 조직으로 이동하여 패혈증, 중추신경계 감염, 간
농양, 뇌수막염, 유산, 사산과 같은 심각한 증상을 일으킬 수 있
다. 주로 임산부, 신생아 및 노인 뿐만 아니라 당뇨병, 알코올 중
독자 및 후천성 면역 결핍증 환자에게 쉽게 발병되며 감염된 환
자는 30%의 높은 치사율을 보인다(Barreiro et al., 2018). 가열
하지 않고 섭취하게 되는 훈제연어와 치즈, 우유 등의 유제품, 

수산가공품에서 분리한 Listeria sp.에 대한 구아바(Psidium guajava)잎과 
현초(Geranium thunbergii) 추출물의 항균활성  
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Listeria sp. is one of the pathogenic bacteria causes the infection listeriosis, through mainly raw food such as fishery 
food, dairy food and vegetables. Listeria sp. is a Gram-positive, non-spore-forming, motile, and facultative anaerobic 
bacterium.  Because of the tolerance of Listeria sp. to low temperature and high salt concentration, it is very difficult 
to prevent them contaminated in the food, which do not require heating, especially, such as raw fishery products. So 
prevention and removal of bacterial contamination at the food manufacturing stage is the best method. In this study, 
therefore, several natural products including Psidium guajava and Geranium thunbergii were screened to investigate 
the antibacterial activity against Listeria sp., with expectation of fewer side effects and fewer resistance problems. 
Significant effects of two extracts were confirmed by well diffusion assay, MIC assay, and growth inhibition assay. 
P. guajava and G. thunbergii showed MIC values at 64-256 µg/mL meaning strong antibacterial activities against 6 
kind of Listeria sp. tested. And the growth of Listeria sp. in the liquid media was actually inhibited by the addition 
of these two extracts. 

Keywords: Listeria sp., Psidium guajava, Geranium thunbergi, Antibacterial activity 

*Corresponding author: Tel: +82. 51. 890. 1537 Fax: +82. 505. 182. 6871
E-mail address: ewlee@deu.ac.kr

This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution Non-Commercial Licens 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits   

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium,  
provided the original work is properly cited.

Received 28 January 2020; Revised 4 March 2020; Accepted 6 April 2020
저자 직위: 김양호(대학원생), 김태용(대학원생), 김진수(대학생), 최재우(대학

생), 이수정(대학생), 차소영(대학생), 신소담(대학생), 전미현(대학원생), 노

다인(대학생), 이은우(교수)

https://doi.org/10.5657/KFAS.2020.0237
Korean J Fish Aquat Sci 53(2), 237-243, April 2020



김양호ㆍ김태용ㆍ김진수ㆍ최재우ㆍ이수정ㆍ차소영ㆍ신소담ㆍ전미현ㆍ노다인ㆍ이은우238

샐러드 등 즉석섭취 편의식품(ready-to-eat food) 등이 리스테
리아 식중독의 주요원인이다(Benabbou et al., 2018). 이러한 
식품을 통해 대규모 식중독 사건이 발생하여 1970년대 후반부
터 미국을 포함한 여러 나라에서 사람에서의 리스테리아 감염
증 발생 보고가 증가하기 시작하였고, 공중보건학적으로 중요
한 균으로 주목 받고 있다. 미국에서는 2000년 이후 매년 100여
명의 리스테리아증 환자가 발생하고 있으며, 식품 매개 감염증
의 8번째 원인균으로 높지 않은 발생 빈도에도 불구하고 리스테
리아증으로 입원하는 비율은 가장 높다고 알려져 있다(Dewey-
Mattia et al., 2018).
리스테리아가 가장 높은 비율로 검출되는 단일 식품은 수산물
인 훈제연어이다. 국외의 경우, 아일랜드에서 판매되는 5개 브
랜드의 진공 포장된 훈제연어 120개의 시료를 조사한 결과 L. 
monocytogenes가 21.6%로 검출되었다(Esmail et al., 2016). 
또한 유럽 12개국에서 생산된 훈제연어 774개 제품을 조사한 
결과, L. monocytogenes가 20.2% (157개 제품)에서 검출되었
으며, 그 중 26개 제품(3.3%)은 >100 CFU/g 이상으로 분석되
었다(Eva et al., 2015). 
국내에서는 L. monocytogenes에 의한 식중독 사례가 거의 없
으나, 세균 검출은 이따금씩 보고되고 있는 상황이며, 이에 따
라 훈제연어 등 수산물을 포함한 비가열 즉석 식품의 소비가 증
가하고 있는 추세에서는 언제든지 이 세균에 의한 질병 사례가 
발생할 수 있을 것으로 예상된다.  
냉장온도에서 생장 가능하며, 낮은 pH나 염농도에서도 견딜 
수 있는 L. monocytogenes의 특징에 따라 저온 유통과 비가열 
처리 및 섭취가 많은 수산물의 가공공정에서 이 세균의 오염을 
제어하는 것이 수산 식품의 안전성 측면에서 중요한 포인트가 
되고 있다. 하지만, 수산물에 있어서의 L. monocytogenes의 위
해요소를 가식성 천연물로 제어하고자 하는 연구 사례는 충분
히 보고되어 있지 않다. 본 연구에서는 식용으로 사용하는 천연
식물 9종의 추출물로부터 L. monocytogenes를 저해하는 활성
을 확인하였으며, 이에 그 결과를 보고한다.  

재료 및 방법  

사용 균주 및 배지 

L. monocytogenes 균주들은 총 6종의 균주를 사용하였다. 
표준 균주는 L. monocytogenes KCTC 3569를 생물자원센터
(Korean collection for type cultures, KCTC, Daejeon, Korea)
에서 구입하였으며, 분리균주 5종(L. monocytogenes DEU1-
DEU5)은 수산가공품에서 분리 동정하여 실험실에서 보관 중
인 균주들을 사용하였다. 분리균주는 16S rRNA 서열분석과 
listeriolysin 검출을 위한 PCR 동정방법(Jung et al., 2003; Os-
man et al., 2014)으로 L. monocytogenes로 동정 및 검증 후 
사용하였다. 사용 균주들은 Brain Heart Infusion (BHI, Difco 
Co., New Jersey, NJ, USA) 배지에 접종하여 37°C에서 배양
하였다.    

천연물 추출물의 제조 

실험에 사용한 천연물들은 Table 1에 정리하였다. 그람 양성 
세균에 활성이 보고 되었거나 항균활성이 있다고 보고 된 가식
성 천연식물 소재 중에서 Listeria sp.에 대한 항균활성 탐색이 
아직 보고되지 않은 소재들을 문헌검색을 통하여 선정하였다. 
사용한 부위는 생리활성물질이 많이 포함되어 있다고 보고된 
부분을 사용하였다. 재료는 대한생약제품(주) (Busan, Korea)
에서 검정된 소재를 건조된 형태로 구입하였으며, -80°C에서 
보관하면서 실험에 사용하였다. 건조된 재료를 세절하고 잘게 
부수어 여러 농도의 ethanol (70%, 80%, 90%, 100%)과 열수 
추출을 실시하여 사전 실험을 실시한 결과, 가장 높은 추출수율
을 나타낸 80% ethanol을 본 추출실험에 사용하였다(결과 미제
시). 3배(v/v)의 80% ethanol에 24시간 실온에서 침지한 후, 여
과지(No.2, Whatman, Maidstone, UK)로 2회 여과하였다. 추
출액은 rotary vacuum evaporator (Eyela, Japan)로 90°C에서 
진공 감압 농축하여 용매를 완전 제거하였으며, 각각의 농축물
을 다시 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 200 mg/mL의 농도로 
용해시켜 -20°C에 보관하면서 각 세균별 항균활성 측정을 위

Table 1. Used parts of natural products and extraction yields

Common name Scientific name Korean name Used part Extraction yield (%)
Balloon flower Platycodon grandiflorum 도라지 roots 19.6
Chinese plum Prunus mume 매실 fruits 16.2
Chinese twinleaf Jeffersonia dubia 깽깽이풀 roots 13.6
Fish mint Houttuynia cordata 약모밀 whole 14.9
Guava Psidium guajava 구아바 leaves 15.2
Japanese plum Prunus salicina 자두 fruits 3.8
Magnolia-vine Schizandra chinensis 오미자 fruits 19.6
Melia Melia azedarach 먹구슬나무 roots 2.4
Thunberg's geranium Geranium thunbergii 현초 whole 7.6
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한 stock solution으로 사용하였다. 추출 수율은 용매가 완전 건
조된 시료의 무게를 측정하여 중량법을 이용하여 계산하였다. 
실험에 사용된 기타 시약들은 분석용 grade를 Sigma Co. (St. 
Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.  

추출물의 항균활성 측정 

항균활성은 clinical and laboratory standards institute (CLSI, 
2019)의 표준방법에 따라 well diffusion method를 사용하여 
측정하였다. 즉, 적정배지에서 하룻밤 배양한 대상균주 배양액 
200 µL를 한천 배지 상에 멸균된 면봉으로 3회에 걸쳐 고르게 
도말하고 지름 8 mm의 well을 한천배지 상에 만든 후, 각 추출
물을 100 µL씩 흡수시켜 37°C의 incubator (Emtech, Chang-
won, Korea)에서 18시간 배양 후 well 주위의 생육 저해환의 
크기를 측정하였다. 양성 대조군으로는 ampicillin (10 mg/mL, 
Oxoid Ltd., UK)을 이용하였다.  

추출물의 최소 생육저해 농도(MIC) 측정  

추출물의 최소 생육저해 농도(minimum inhibitory concen-
tration, MIC)는 96-well plate와 Muller-Hinton 배지(Difco 
Co., USA)를 이용한 표준 2배 희석 방법으로 측정하였다(Lee 
et al., 2003). 37°C에서 24시간 배양한 후 대상 세균의 생육이 
저해된 최저 농도를 MIC로 결정하였다. 양성 대조군으로는 
ampicillin을 이용하였다.  

추출물의 Time-kill curve assay 

액체배지 상에서 추출물을 처리 시 미생물 균주가 사멸하는 
양상은 time-kill curve assay (Al-Ani et al., 2015)방법을 변형
하여 측정하였다. 미생물 균주를 BHI (brain heart infusion) 배
지에 배양하고(37°C, 24시간) BHI 배지를 이용하여 개체수를 
105-106 cell/mL로 보정하였다. 배양액에 최종농도 1 mg/mL로 
추출물을 처리하고 진탕배양하였다(37°C, 160 rpm). 배양 시
작 후 1시간 간격으로 시료를 수집하여 660 nm에서 분광광도
계(Amersham Biosciences, UK)로 L. monocytogenes의 증식 
정도를 측정하였다. 

통계처리 

데이터의 통계처리는 각 시료에 대한 평균±표준편차를 나타
내었다. SPSS Ver. 23 (SPSS Inc., IL, USA)을 이용하여 분산
분석(ANOVA test)하였고, 각 처리구간의 유의성은 Duncan의 
다중위검정법으로 P<0.05 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰  

천연물 추출물의 항균활성 탐색 

에탄올 추출 후 동결건조하여 분말화 한 추출물을 DMSO에 
녹여 stock solution을 만들고, BHI 한천 배지로 well-diffusion 
assay를 실시한 결과는 Table 2에 나타내었다. 활성정도는 L. 

monocytogenes가 자라지 못하는 저해환의 직경을 측정하여 일
정간격으로 나누어 상호비교하여 표기하였다. 표준균주 1종과 
분리균주 5종의 L. monocytogenes를 대상으로 항균활성을 측
정한 결과를 양성대조군인 ampicillin의 활성과 비교한 결과, 사
용한 천연물 9종 중 3종(Balloon flower, Fish mint, Melia)에
서는 항균활성이 전혀 나타나지 않았으며, 다른 6종(Chinese 
plum, Chinese twinleaf, Guava, Japanese plum, Magnolia-
vine, Thunberg's geranium)에서는 항균활성을 나타내었다. 표
준균주와 분리균주 사이의 활성의 차이나 균주별 활성차이는 
크지 않은 것으로 관찰되었다. 추출물의 제조 과정 중에 진공 
감압 농축을 90°C에서 실시하였으나, 결과적으로 추출물의 활
성이 유지되는 것으로 볼 때, 본 추출물의 활성성분은 어느 정
도 내열성을 가질 것으로 추측된다. Chinese plum과 Magnolia-
vine의 에탄올 추출물이 L. monocytogenes에 활성을 나타내었
다는 보고(Lee and Lim, 1997; Kim et al., 2008)가 있으나, 그 
밖에 다른 4종은 이 세균에 대한 항균활성의 보고를 찾을 수 없
었다. 

추출물의 최소 생육저해 농도(MIC) 측정  

추출물의 최소 생육저해 농도(MIC)를 측정한 결과는 Table 3
에 나타내었다. MIC 농도는 각 추출물을 측정된 농도로 사용
하였을 경우에 대상 세균의 성장을 저해시킬 수 있는 최소의 농
도를 의미하므로 수치가 작을수록 강한 활성을 의미한다. 앞선 
well-diffusion assay에서의 결과(Table 2)에서 활성을 나타내
지 않은 3종의 추출물은 여전히 최고값 이상의 MIC를 나타내
어 항균활성이 없음을 재확인하였다. 활성을 나타내었던 6종 중
에서는 각각 서로 다른 MIC 값을 나타내었는데, 그 중에서 구아

Table 2. Anti-Listeria activity of extracts by well-diffusion assay

Common 
name 

Listeria monocytogenes
KCTC 3569 DEU1 DEU2 DEU3 DEU4 DEU5

Balloon flower - - - - - -
Chinese plum +++ +++ ++++ +++ +++ +++
Chinese 
twinleaf ++ ++ +++ +++ ++ ++

Fish mint - - - - - -
Guava +++ +++ ++++ ++ ++ ++
Japanese 
plum + + + + + +

Magnolia-vine +++ +++ +++ +++ +++ ++
Melia - - - - - -
Thunberg's 
geranium ++ ++ +++ ++ ++ ++

Ampicillin ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Clear zone: ++++, ≥21 mm; +++, 17-20 mm; ++, 13-16 mm; +, 
8-12 mm; -, No effect. KCTC, Korean collection for type cultures; 
DEU, Dong-Eui Univ.
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바(Guava Psidium guajava L.)와  현초(Thunberg's geranium 
Geranium thunbergii)에서 64-256 µg/mL의 MIC를 나타내어 
강한 항균활성을 나타내었다. 이후 실험에는 이 2종의 추출물
의 활성을 측정하였다.   

추출물의 Time-kill curve assay 

BHI 액체 배지에 같은 농도의 L. monocytogenes를 접종하고 
구아바와 현초 추출물을 최종농도 1 mg/mL로 접종하여 실제 
배양과정에서 항균활성을 나타내는지를 확인하였다(Fig. 1). 1
시간 간격으로 측정한 균수의 변화에서  표준균주인 L. mono-
cytogenes KCTC 3569와 분리균주 5종 등 총 6종의 대상 균주
들은 배양 대수증식기에서 7시간 내에 성장 정체기에 들어가는 
성장곡선을 보였다. 정체기는 측정한 24시간까지 지속되었으
며, DEU1과 DEU2, 그리고 DEU3 균주는 20시간 이후부터 추
출물이 포함된 실험구에서 약간의 사멸현상을 나타내었다. 전
체적으로 추출물이 포함된 모든 실험구에서 성장 저해활성을 
나타내었다. 상대적으로 현초 추출물 보다  구아바 추출물에서 
더 강한 저해활성을 나타내었다. 24시간 째 측정한 수치를 대조
구의 성장 정도를 100% 기준으로 환산해 보았을 때, 구아바 추
출물은  DEU3 균주에서 최고 37.3% 저해하였고, DEU1 균주
에 대해 최저 18.6% 저해하였다. 또한 현초 추출물은 DEU3 균
주에서 최고 21.1% 저해하였고, DEU1 균주에 대해 최저 5.1% 
저해하였다. 24시간 동안의 성장저해활성은 균주에 따라 차이
를 나타내었으나, 실험한 6종의 모든 L. monocytogenes에 대
해 구아바와 현초 추출물은 성장저해활성을 가지고 있음을 확
인하였다.  
구아바는 도금양목 도금양과의 쌍떡잎 식물로 원산지는 아메
리카 열대지방 및 남부 아시아이며 아열대지역에 널리 분포하
는 식물이며 우리나라에는 제주도에 자생하고 있다(Yang et al., 
2008). 열매와 뿌리, 잎은 예로부터 급성위장염, 설사, 이질, 당
뇨, 항염증 등의 치료에 민간처방으로 활용되고 있다(Lozoya 

et al., 2002). Terpenoid, flavonoid, tannin 등과 같은 유효성분
들을 가지고 있는 구아바는 음료나 차 형태로 소비되고 있을 뿐
만 아니라, 활성 성분으로 quercetin, kaempferol, gallic acid, 
catechin 등 천연 생리활성물질을 이용한 당뇨, 암, 동맥경화, 항
산화 등 의약적 기능에 대한 연구도 활발히 진행되고 있다(Ola-
jide et al., 1999; Jin et al., 2006; Park and Onjo, 2008; Park, 
2010). 현초는 쥐손이풀과에 속하는 우리나라 전국에 자생하는 
다년생 식물로 이질풀로도 불리며 전초가 약용으로 이용되어 
온 식물이다. 현초는 동아시아에서 설사, 변비 등 위장관장애에 
처방되어 온 한약재의 일종으로 최근에는 geraniin, pyrogallol, 
epicatechin, gallic acid, ellagtannin, quercetin, kaempferol, 
succinic acid 등의 tannin과 flavonoid가 많이 함유되어 있다
는 것이 밝혀지고 있으며, 항균활성, 항산화 활성, 항염증 등의 
기능성이 많이 보고 되고 있다(Liu, 2006; Lee and Park, 2008; 
Liu and Woo, 2008; Lee et al, 2009). 
본 연구에서는 표준균주와 분리균주 등 6종의 L. monocyto-

genes를 대상으로 구아바와 현초의 추출물로 항균활성을 확인
하였다. Listeria sp.는 internaline A와 internaline B 등의 단백
질을 이용하여 숙주세포의 장 상피세포의 tight junction을 우
회하여 세포 속으로 침투 후 성장 번식 하며, 균체외독소 liste-
riolysin과 같은 용혈독소 등의 독성물질을 생산하여 세포사를 
유도하는 것으로 알려져 있다(Lamond and Freitag, 2018). 치
명율이 높은 이 세균의 감염증에 대한 억제물질이나 억제기작
은 아직까지 구체적으로 알려져 있지 않다. 특히, L. monocyto-
genes가 가장 많이 검출되는 단일 제품인 훈제연어를 비롯한 수
산물 및 수산물 가공품에 대한 천연물 유래 소재의 항리스테리
아 활성을 보고한 연구는 많지 않다. GRAS 균주인 Lactobacil-
lus sp.가 생산하는 bacteriocin을 이용하여 훈제연어 표면에 접
종한 L. monocytogenes를 감소시키는 것이 가능하였다는 보고
(Jang, 2011)와 갈조류 대황의 ethyl acetate 분획물에서 분리되
는 phlorotannines의 일종인 fucofuoeckol-A (Kim et al., 2018)

Table 3. MIC values of each extracts against Listeria monocytogenes (µg/mL)

Common name 
Listeria monocytogenes

KCTC 3569 DEU1 DEU2 DEU3 DEU4 DEU5
Balloon flower >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480
Chinese plum 2,560 1,280 1,280 2,560 2,560 2,560
Chinese twinleaf 1,280 640 640 1,280 1,280 1,280
Fish mint >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480
Guava 128 128 128 128 64 64
Japanese plum 5,120 5,120 10,240 5,120 5,120 5,120
Magnolia-vine 2,560 2,560 1,280 5,120 2,560 5,120
Melia >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480 >20,480
Thunberg's geranium 128 256 256 128 64 128
Ampicillin 32 32 16 32 16 32
KCTC, Korean collection for type cultures; DEU, Dong-Eui Univ.
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이나 겨자씨 추출물(Lee et al., 2012)의 항리스테리아 활성, 그
리고 가식성 항균필름에 nisin 이나 chitosan, lysozyme 등 기능
성 바이오소재를 결합시켜 포장에 활용하는 연구(Pavli et al., 
2019) 등이 보고되고 있다. Listeria sp.의 검출 빈도가 높은 훈
제연어는 제조과정에서 잔뼈를 제거하는 등의 수작업이 많고, 
biofilm의 존재 가능성이 있는 수산물 가공 시설과의 접촉면이 
많은 가공 공정상의 특성에서 교차오염의 가능성을 가지고 있
다. 또한 저온의 훈제과정과 냉장 및 냉동의 유통과정, 가열처
리 없는 섭취 등 생산에서 소비까지 열처리가 거의 없는 식품적 
특성 또한 리스테리아 감염의 위험성을 높이는 이유로 지적되
고 있다(Leong et al., 2015). 이에 따라 훈제연어 가공 공정에 

사용할 수 있는 리스테리아 억제 물질이나 방법의 개발이 필요
하다고 판단된다. 
본 연구에서 발견한 구아바와 현초의 항리스테리아 활성성분
을 분리 정제, 구조동정 등을 통해 확인하고, 훈제연어 등 수산
물의 표면에서 항균활성을 나타내는지에 대한 연구가 필요하다
고 사료된다. 또한 향후 병원성 세균으로 새로운 문제가 될 수도 
있다고 보고되고 있는 L. ivanovii와 L. innocua 등에 대한 항균
활성 연구도 시도되어야 한다고 판단한다. 

사   사

이 연구는 2019학년도 동의대학교 교내 연구비(과제번호: 

Fig. 1.  Growth inhibition of extract against Listeria monocytogenes strains (A) KCTC 3569, (B) DEU1, (C) DEU2, (D) DEU3, (E) DEU4, 
(F) DEU5. ▲, control; ○, Thunberg’s geranium; ●, Guava leaves. KCTC, Korean collection for type cultures; DEU, Dong-Eui Univ.
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