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Gram 음성의 γ-proteobacteria에 속하는 Pseudomonas

속 세균들은 다양한 탄소원을 이용하여 생육이 가능하므로

자연계 내에 흔하게 분포하고 있다. 특히 다양한 2차 대사산

물을 생산하는 종들은 인간을 비롯한 동물에게 기회감염균

이 되기도 하며, 식물에게 질병을 유발하거나 또는 식물의

생장을 촉진하는 등의 생물학적 조절자 역할을 수행하고 있다.

Pseudomonas 속 세균들이 생산하는 2차 대사산물 중에는

수용성의 형광색소를 비롯하여 각종 항생물질이 포함되어

있다.  Phenazine 계열에 속하는 pyocyanin [1], phenazine-1-

carboxylic acid [2] 등이 있으며, 그 외에도 pyoluteorin [3],

pyrrolnitrin [4],  pyochelin [5], 2,4-diacetylphloroglucinol

[6] 등이 알려져 있는데 이러한 항생물질들 중에서 상당수는

방향족 아미노산 생합성 과정의 중간 대사산물이나 최종산

물로부터 기원한다.

한편 철은 모든 생물에게 있어서 필수적으로 요구되는 원

소인데 에너지 대사 과정에서 산화 환원 반응의 핵심성분이

며, 다양한 대사과정에 관여하는 효소들의 보조인자로 사용

된다. 

그러나 대부분의 서식지 환경에서 철은 산소와 반응하여

불용성의 안정된 화합물로 존재하므로 생물의 생존에는 제

한요인이 된다.  따라서 미생물들은 철 획득을 위한 별도의

독특한 철 흡수 기작을 진화 과정 동안 발달시켜 왔다.

Siderophore라고 불리는 철과 친화력이 높은 분자(<1 KDa)

를 세포 외부로 분비하여 Fe(III) 포획에 효과적으로 사용하며

[7], 또한 이를 세포 내로 받아들이기 위한 특이적인 수용체 분

자들을 세포막 부위에 배열하고 있다[8]. 그러나 필요하다면

자기 스스로 생산하지 않은 철 흡착물질인 xenosiderophore를

활용하기도 하는데 이러한 능력은 균주의 생존력을 강화시

키는 것으로 알려져 있다[9, 10]. 

대부분의 근권 Pseudomonas 속 세균들은 Fe(III) 결합

peptide인 pyoverdine [11, 12]을 생산하여 식물 병원균과 경

쟁하며, 인체에 감염을 일으키는 P. aeruginosa 균주들도

pyoverdine과 더불어 pyochelin 같은 phenolic siderophore

를 분비하여 Fe(III)을 확보하며, 특히 pyochelin은 인체나 주

변의 미생물들에게는 활성산소(ROS)를 배출하여 독성을 나

타낸다고 알려져 있다[13, 14]. 본 연구에서 분리한 Pseudomonas

otitidis PS 균주가 Gram 양성세균의 생육을 효과적으로 억

제하는 소수성 방향족 화합물을 2차 대사산물로 생산하는
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데, 이 항생물질의 생산과 작용 기작을 조사하였다. P.

otitidis 세균은 중이염 환자에게서 처음 분리되었으며, P.

aeruginosa와 같은 기회감염균이지만 주변 환경에도 널리

분포하고 특히 작물의 근권토양에 서식하면서 식물 생육을

촉진한다는 연구가 있으나, pyocyanin을 비롯한 항생물질 생

산은 보고된 바 없다[15, 16].

우선 미생물의 생육을 억제하는 항생물질 생산 균주를 찾

기 위하여 충북 청주시 무심천 주변 토양에서 시료를 채취

하였고, 멸균한 0.85% NaCl 용액 10 ml에 시료 1 g을 넣어

섞은 후 LB 평판배지에 도말하여 형태적으로 다른 균주들

을 순수 분리하였다. LB 및 YM 평판배지 중앙에 분리 균주

를 획선 접종하여 30℃에서 1일간 배양한 다음, 양쪽에 대상

균주들을 접종하고 다시 1일간 배양하면서 Staphylococcus

aureus KCTC 1621과 Bacillus cereus KCTC 1012 등의

Gram 양성세균 생육을 효과적으로 억제하는 PS 균주를 선

발하였다. 분리한 PS 균주는 API 20NE kit (Biomérieux,

France)를 이용하여 동정시험을 하였고, 16S rRNA유전자

염기서열 분석 결과를 EzBiocloud database에서 BLAST

search하였을 때 type strain인 P. otitidis MCC 10330과

1458 염기 중 1 염기가 다른 99.93%의 상동성을 보여 P.

otitidis PS로 명명하였고, NCBI Genbank에 제출하였으며

accession number는 MG 589936이다. 

Soybean meal과 glucose로 조성된 배지에서 32℃, 240 rpm

으로 20시간 진탕 배양하면 PS 균주는 항생물질을 생산하

였으나, LB 배지에서는 전혀 생산을 보이지 않았다. 배양시

간 별로 균 생장을 조사하기 위해 시료를 채취하여 0.85%

saline에 희석하고 이를 LB 평판배지에 도말하여 24시간

배양 후의 생균수(colony forming unit/ml)를 측정하였다. 그

리고 생산된 항생물질의 농도를 비교하기 위하여 이중 평판

법에 따라 55℃의 1.5 ml PCA 상층배지에 미리 전 배양한

S. aureus KCTC 1261 균액 50 μl를 섞어서 PCA 하층 평판

배지 위에 붓고 8 mm stainless cylinder를 놓은 다음, 시간

별로 채취한 배양 상등액 50 μl를 가하고 24시간 배양하면

서 나타나는 생육 억제환의 직경을 조사하여 Fig. 1과 같은

결과를 얻었다. 접종 후 8시간이 지나 PS 균주의 생장이 대

수기 후반부를 지나면서 항생물질의 생산이 보이기 시작하

여 16시간에서 최대가 되었고 더 이상 크게 증가하지 않았

으며, PS 균주가 생산하는 항생물질은 2차 대사산물임을 알

수 있었다. Soybean meal과 glucose 양을 다양하게 조정하

여 배양한 결과(Table 1) soybean meal의 농도를 1.0%로 하

고 glucose를 첨가하지 않은 배지에서는 항생물질의 생산이

적었으나 0.5% 첨가하였을 때 생육 억제환의 크기가 22 mm

를 넘어 최대 생산을 보였다. Glucose와 soybean meal의 농

도를 더 높이면 항생물질 생산은 오히려 억제되었으며, 배지

에 FeCl3를 첨가하면 생산량은 증가하였고 반대로 철분을

흡착하는 2,2'-dipyridyl을 0.2 mM 이상 첨가하면 항생물질

생산을 전혀 보이지 않는 것으로 보아 Fe(III)와의 연관성을

알 수 있었다. 효과적으로 항생물질을 생산하는 조건에서 PS

균주를 배양한 다음, 10,000 ×g에서 15분간 원심 분리하여

얻은 상등액을 농축하기 위하여 ethyl acetate를 동량 가하

여 추출하였으며, 감압 하에서 용매를 제거하고 소수성 분획

은 ethanol로, 그리고 친수성 분획은 증류수로 용해시켰다.

대상균의 생육 저해 여부를 조사한 결과 소수성 분획에서만

저해능이 나타났으며, 121℃에서 20분간 가열하여도 생육

저해능은 유지되어서 내열성이 있는 안정된 화합물로 판단

하였다. PS 균 배양액 100 ml를 ethyl acetate로 추출하여

최대 100 mg의 건조 중량을 얻어서 약 0.1%의 수율을 보였

으며, 이를 ethanol에 용해하여 40 mg/ml 농도로 조정하였

다. Ethyl acetate로 추출한 소수성 분획의 성분 분포를 알

아보기 위하여 HPLC (LC-20A, Shimadzu, Japan)를 통하

여 분석하였다. Sunfire C18 (4.6 × 250 mm, 5 μm, Waters,

Table 1. Effect of medium composition on inhibitory activity
of Pseudomonas otitidis PS against Staphylococcus aureus
KCTC 1261.

Glucose
(%)

Inhibitory activity
Soybean meal (%)

0.5 1.0 1.5 2.0
0 - - + +

0.25 + ++ + +
0.5 + +++ ++ +

0.75 + +++ ++ +
1.0 + ++ + +

+, -: diameter of inhibitory zone (-: no inhibition, +: under
16 mm, ++: 17−20 mm, +++: above 21 mm).

Fig. 1. The growth curve of P. otitidis PS and antibiotic pro-
duction. The growth of PS strain (open) in soybean meal medium
was measured by colony forming unit (×107 /ml) according to
the culture time and antibiotic activity was compared by size of
inhibitory zone (closed) on PCA plate against S. aureus KCTC
1261. 
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USA) column을 사용하였고, column oven (CTO-20AC,

Shimadzu, Japan) 온도는 35℃로 설정하였다. 이동상 조성

은 0분에서 20분까지는 80% acetonitrile로, 20분에서 40분

까지는 acetonitrile과 0.1% formic acid를 동량으로, 40분에서

60분까지는 acetonitrile과 0.1% formic acid를 각각 90%와

10%로 하여 단계적으로 농도 구배를 주었다. 유속은 1.0 ml/

min, 시료 주입량은 10 μl, 검출기(SPD-M20A, Shimadzu,

Japan) 파장은 330 nm로 하여 분석한 자료는 Fig. 2에서 보

는 바와 같이 거의 불순물이 없었고 주된 peak는 41−43분

대에 나타났다. 이 시료를 2 fold dilution하여 Wegner 등

[17]의 방법에 따라 Gram 양성세균과 음성세균을 대상으로

MIC (minimum inhibitory concentration)를 측정하였다

(Table 2). Gram 양성세균이 음성세균에 비하여 낮은 농

도에서 생장 억제를 보였는데, 이는 P. aeruginosa 균주가

생산하는 pyochelin의 생장 억제 pattern과 유사하였다

[14]. 시판되고 있는 기존의 항생제와 비교하기 위하여 S.

aureus KCTC 1261 균주를 대상으로 PS 시료, ampicillin,

chloramphenicol, streptomycin를 각각 0.8 mg/ml씩 cylinder

에 가하고 배양하여 Fig. 3(1)와 같은 결과를 얻었으며, PS

균주가 생산한 항생물질은 기존의 항생제와 비교하여  유

사하거나 더 뛰어난 생장 억제능을 보였다. 형광성의

pseudomonad 세균들이 생산하는 2차 대사산물들은 매우 다

양하며 그 중에 상당수는 방향족의 소수성 화합물이다[18].

PS 항생물질이 방향족 화합물인지 알아보기 위하여 PS 시

료의 흡광 pattern을 UV-visible spectrophotometer (UV-

1650PC, Shimadzu)로 조사한 결과 방향족화합물의 특징적

인 210 nm와 280 nm 부근의 peak가 보였으며 330 nm 부근

에서 또 다른 peak가 나타났다. 추출물의 색은 노란색을 띠

었으며, FeCl3를 가했을 때 적갈색을 나타냈고 반대로 EDTA

처리로 탈색됨으로 보아 Fe(III) 이온과 반응함을 알 수 있

었다. 철이 부족한 환경에서 다양한 세균들이 생산하는

siderophore들은 방향족의 phenolate 및 catecholate type과

그 외에 hydroxamate 그리고 carboxylate type 등으로 나뉘

는데[19], PS 균주가 생산하는 항생물질이 siderophore로서

의 역할도 하는지 알아 보았다. Schwyn와 Neilands [20]의

방법에 따른 CAS (chrome azurol S) 평판배지에 PS 항생물

질을 50 μl 가하여 24시간 후 나타난 주황색의 halo를 관찰

하였으며, Reeves 등[21]의 방법에 따라 Hathway 반응을 적

용한 결과 PS 항생물질은 3,4-dihydroxybenzoic acid과 유사

한 pattern을 보여서 catechol형 siderophore 임을 확인하였

고, Gillam 등[22]의 Csaky test를 실시한 결과 hydroxamate

형은 없었다. Fig. 3(2)에서와 같이 PS 시료 단독으로는

siderophore 기능이 매우 약했으나, 20 mM catechol을 함께

처리하였을 때 뚜렷한 halo를 보였다. Adler 등[14]에 의하

면 siderophore 중에서 장내세균이 생산하는 enterobactin은

iron affinity constant가 1049 M-1임에 비하여 pseudomonad

들이 생산하는 pyochelin은 105 M-1으로 매우 낮은데 PS 균

주가 생산하는 siderophore 성 항생물질은 pyochelin과 유

사한 것으로 판단되며, catecholate 성질을 갖는 2,3-

Table 2. Minimum inhibitory concentration of an antibiotic
substance produced by P. otitidis PS 

Bacteria strains MIC (µg/ml)
Staphylococcus aureus KCTC 1621 2
Staphylococcus aureus KCTC 1916 2
Enterococcus faecalis ATCC 29212 16
Bacillus cereus KCTC 1012 4
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 128
Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 >128
Escherichia coli ATCC 25922 >128
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >128

Fig. 2. HPLC analysis of hydrophobic fraction of P. otitidis PS
culture ethyl acetate extract.  

Fig. 3. Growth inhibition and iron uptake of antibiotic sub-
stance produced by P. otitidis PS. (1) Inhibitory activity against
S. aureus KCTC 1261 was compared on PCA plate by antibiotics
[PS antibiotic, (a); ampicillin, (b); chloramphenicol, (c); and strep-
tomycin, (d)]. (2) Iron uptake was carried on CAS agar plate by
addition of 40 mg/ml PS, (a); 20 mM catechol, (b); and 40 mg/ml
PS with 20 mM catechol, (c).
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dihydroxybenzoyl-L-serine 3분자가 모여서 철과의 결합력

이 뛰어난 triscatecholate siderophore인 enterobactin이 합

성되듯이[9] PS 항생물질도 catechol과 만나서 철 흡착력이

증가된 분자를 형성하는 것으로 보인다. 또 다른 가능성은

원래 PS 항생물질이 철을 갖고 있어서 CAS 평판에서의 효

과가 약했지만 같이 처리한 catechol이 철을 빼앗아 감으로

써 원래의 siderophore로서의 기능을 다시 찾게 되었을 수

도 있다. 이러한 가정을 뒷받침하는 실험 결과로 6.7 mM

catechol이나 1.34 mM 2,2'-dipyridyl 만으로는 B. cereus

KCTC 1012균의 생육이 영향을 받지 않지만(data not

shown), Fig. 4(1)에서와 같이 철분이 제한된 M9 최소배지

에서 PS 항생물질에 catechol 이나 2,2'-dipyridyl을 첨가하

면 가지고 있던 철을 잃으면서 생육 억제환의 크기가 줄어

들었다. PS 균주의 항생물질만 처리한 대조군의 경우 억제

환의 크기가 1.52 cm이었으나 catechol을 6.7 mM 첨가하면

1.09 cm로 줄어들고, 2,2'-dipyridyl 0.67 mM, 1.34 mM을

각각 첨가하면 1.09 cm, 0.84 cm로 줄어서 대상균에 대한 억

제력이 감소함을 알 수 있었다. PS 균이 생산하는 항생물질

은 철과 결합되어 있으며 이것이 대상 균들에게는 철분을 획

득할 수 있는 기회로 받아들여져서 세포 내로 유입이 되고

[23, 24], 세포 내로 유입된 후에는 별도의 기작에 의해 생육

억제 효과를 보이는 것으로 생각된다. Pyochelin과 유사하게

활성산소를 방출하여 bactericidal activity를 보이는 지 확

인하기 위하여 Adler 등[14]의 방법에 따라 호기적 조건과

혐기적 조건을 조성하여 PS 항생물질을 첨가하고 Escherichia

coli K12 균주의 생육을 비교한 결과 호기적 조건에서는 배

양 24시간 후 23.1 ± 3.3%만 생존하였고 혐기적 조건에서는

59.8 ± 5.8%가 살아 남았다. 또한 PCA 배지에서 PS 항생물

질을 대상 균주인 B. cereus KCTC 1012에게 처리하면서 환

원제인 ascorbic acid, dithiothreitol, NaBH4를 같이 첨가하

면 Fig. 4(2)에서와 같이 항세균 활성이 소멸되는 결과를 보

이는데 이는 P. aeruginosa가 생산하는 pyochelin 처럼 PS

항생물질이 활성산소를 방출하여 치사작용을 일으킴을 의미

한다. 그러나 Cox 등[5]에 의하면 pyochelin의 UV spectrum

은 218 nm, 248 nm, 310 nm에서 peak를 보여 PS 항생물질

과는 구조적으로 다른 물질로 판단되며 분자량을 비롯한 보

다 자세한 분자 구조의 차이에 관한 규명이 필요하다.

P. otitidis  PS 균주가 생산하는 항생물질에 관한 연구 결

과는 항생제 내성이 문제가 되고 있는 최근의 상황에서 다

제내성 세균으로의 약제 전달을 철 흡수와 연관하여 용이하

게 하거나 낮은 농도에서도 원하는 효과를 얻을 수 있는 새

로운 개념의 항생제를 합성하는 등의 개발에 응용이 가능할

것으로 기대한다[19, 25, 26]. 

적 요

Gram 양성세균의 생육을 억제하는 세균을 청주시 무심천

토양에서 분리하였으며, 16S rRNA 유전자 염기서열 분석 결

과 Pseudomonas otitidis PS로 동정하였다. PS 균주는 0.5%

의 glucose가 포함된 1% soybean meal 배지에서 2차 대사 산

물로서 최대 약 0.1%의 수율로 항생물질을 생산하였다. 항생

물질 성분은 ethyl acetate로 추출하였으며, Staphylococcus

aureus KCTC 1261에 대한 minimum inhibitory concen-

tration은 2 μg/ml이었다. 이 성분은 siderophore 활성을 띠

어서 chrome azurol S 평판배지에서 주황색 halo를 나타내

었으며, 철이 제거되면 생육 억제 효과는 감소하였다. Ascorbic

acid 같은 환원제를 첨가하거나 혐기적 환경에서는 항생물

질 활성을 잃으므로 PS 항생물질은 활성산소를 방출하여

bactericidal activity를 갖는 것으로 보인다. 
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