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서 론

최근 현대 사회의 도시화에 도시의 녹지가 감소하고 불투

수층이 증가하고, 이에 따라 도시 열섬 현상이 발생된다. 도

시 열섬현상은 시민들의 건강, 여름철 에너지 소비, 생태계

등 많은 부분에서 영향을 미치고 있다[1]. 이러한 현상을 완

화시키는 방책으로 도시녹화 사업 및 연구가 대두되고 있다.

그 중에서 도시의 부족한 공간을 활용하기 위해 옥상 녹화

를 이용하고 있다. 옥상 녹화를 위해 저관리 옥상녹화 식물

소재의 적합성 및 실내온도 조절 효과와 식물 소재 모델별

표면 온도변화 영향 등에 관한 연구가 진행되고 있다[2]. 옥

상 녹화는 도시 열섬 현상을 완화시키는 중요한 역할을 하

지만, 시스템 유지를 위한 경제적 비용이 많이 들고 건물에

대한 하중을 고려해야 한다는 제약이 따른다[2]. 그에 따라

저관리 경량형 녹화 시스템에 대한 연구의 필요성이 요구되

고 있다. 

저관리 경량형 도시 녹화 시스템 연구에 있어서 가장 고

려해야 할 사항은 경량형 소재의 개발과 효율적인 식물 재

배를 위해 필요한 영양분을 공급해 주는 것이다. 특히, 질소

는 식물에게 매우 중요한 영양 성분 중 하나이다. 질소는 단

백질을 구성하는 성분 중 하나로서 식물에 질소가 부족한 경

우 잎의 엽록체 수가 감소하여 성장이 정상적으로 일어나지

않고, 결국 열매의 수확량이 감소하게 된다. 이러한 이유로

식물의 성장과 수확량을 높이기 위해서는 질소 비료의 사용

이 불가피하다[3]. 그러나 인공적인 질소 비료의 사용은 지

하수나 수환경에 오염을 야기한다[4]. 질소는 지구상의 대기

중에 78%를 차지하는 풍부한 성분이다. 하지만 대부분의 생

명체는 대기중의 질소를 바로 사용할 수 없다. 왜냐하면, 대

기중의 질소는 안정적인 3중 결합으로 끊어지기 어려운 구

조를 가지고 있기 때문이다. 따라서, 식물들은 질소 순환계

에서 대기 중의 질소를 암모니아로 환원하는 질소 고정 과

정으로 영양분으로 축적한다[5]. 
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이러한 질소 고정에 관련된 미생물을 질소고정 박테리아

라 부르며, 종류로는 Azotobacter, Klebsiella, Pseudomonas,

Rhodobacter 등이 있다. 질소는 그들이 가지고 있는 nitrogenase

라는 효소에 의해 N2에서 NH3로 환원된다[6]. 이러한 질소

고정 박테리아들의 질소고정 능력은 Acetylene Reduction

Assay (ARA)에 의해 간접적으로 확인할 수 있는데, Nitro-

genase는 질소에 특이적으로 작용하지 않고, 대기중 질소가

가지고 있는 삼중결합에 특이적으로 작용하여, acetylene이

ethylene으로 환원된 것을 확인함으로써 nitrogenase의 활

성을 확인하는 원리를 사용한다.

질소고정 균을 이용하여 식물 성장을 촉진하는 연구는 많

은 연구자들에 의해 이루어지고 있다. 선행된 연구 내용으로

서, 질소고정 균을 이용하여 사탕수수, 벼, 잔디와 같은 식물

의 성장을 확인한 연구 결과가 있다[7−11]. 많은 연구에서 식

물의 줄기나 뿌리의 길이와 건조중량을 비교 측정함으로써

식물의 성장을 확인했다.

또한 외부인자에 따른 토양 내 균 community 분석이 활

발히 연구되고 있다[12, 13]. N, P, K에 따른 토양 내 균의 군

집도를 확인하고[14], 화학 비료 및 생물 유기 비료에 따른

균의 군집도나 진균의 군집도를 확인하는 실험이 이루어지

고 있다[15]. 본 연구에서도 질소고정 균을 접종한 토양과 영

양배지, 이미 식물성장을 촉진한다고 알려진 광합성 균을 접

종한 토양에서의 균집도 변화를 확인하기 위해 miseq으로

군집 분석을 실시했다.

이에 따라 본 연구에서는 질소 고정 능력이 우수한 균주

를 선별하고, 옥상녹화에서 저관리 경량형 시스템의 효율을

증대시키기 위해 실험실에서 질소고정 균의 식물 성장 촉진

효율을 확인했다. 또 균 접종 후 토양 내 균 community를 분

석하여 일반 토양과 차이점을 확인했다.

재료 및 방법

Microorganism and growth conditions
질소고정 균을 얻기 위해 토양시료의 균을 분리했고 환경

미생물은행(KEMB)에서 질소고정 후보 균주를 분양받았다.

질소고정 균을 분리하기 위해 대한민국 문경의 산간 지역의

(36°38'35.0"N 127°58'42.5"E)에서 얻은 부식토와 연천

(37°58'10.9"N 127°01'41.6"E)의 콩밭에서 얻은 토양 시료를

사용했다. 각 시료를 yeast mannitol media (yeast extract

1.0 g/l, mannitol 10.0 g/l, K2HPO4 0.5 g/l, MgSO4 0.2 g/l,

NaCl 0.1 g/l, CaCO3 0.1 g/l)에서 2일간 농화배양했다. 농화

배양된 시료는 순차 희석 기법을 이용하여 질소가 없는 배

지에 도말했다. 도말된 한천배지는 28℃에서 3일간 배양했

다. 이 후, 질소고정 균을 얻기 위해서 질소원이 소량 함유

된 배지(mannitol 5.0 g/l, malic acid 3.2 g/l, KH2PO4

3.0 g/l, Monosodium glutamate 0.1 g/l, MgSO4 0.1 g/l, CaCl2

2H2O 0.005 g/l, Trace element 1 ml, Vitamin solution

1 ml)를 이용했다[12]. 순수 분리된 질소고정 균은 TSA 배

지에 28℃에서 3일간 배양시켰고, glycerol stock으로 저장

했고 KEMB에 기탁하여 보관하고 있다. 고효율 질소고정 균

을 선별하기 위해 환경미생물은행(KEMB)에서 분양 받은 질

소고정 후보 균주들은 Rhizobium sp. 11종, Bacillus sp.

7종, Brevibacterium sp. 12종, Paenibacillus sp. 3종, 기타

다른 속들 10종을 분양받아 Nutrient broth에서 배양했다.

Acetylene reduction assay (ARA)
질소원이 소량 첨가된 배지에서 높은 성장을 보인 균들은

질소고정 능력을 확인하기 위해 Acetylene reduction assay를

실시했다[13]. 분리된 균은 모두 ARA를 실시하여 nitrogenase

의 활성을 간접적으로 확인했다. ARA는 serum bottle을 이

용하여 실시했다. Serum bottle 안에 질소가 소량 함유된 배

지 100 ml을 넣고, aluminum seal과 고무 cap을 이용해 닫

힌계를 만들었다. 고무 cap을 이용해 serum bottle 안의 기

상부를 99% 질소와 1% 산소로 조성하고, 순수 분리된 균을

접종했다. 2일간 28℃에서 적응시켰다. 적응된 균이 들어있

는 serum bottle의 기상부를 89% 아르곤과 10% acetylene,

1% 산소로 조정한다. 0, 3, 5일에 GC-FID를 이용하여

ethylene 생성을 확인했다. 

16s rRNA sequence analysis
ARA 통해 nitrogenase의 활성을 간접적으로 확인된 분리

균주들은 동정하기 위해 16s rRNA sequence를 분석했다.

Kim et al.에 의해 기술된 universal primer를 사용하여 16S

rRNA 유전자 분석을 실시했다. 염기서열은 Macrogen에서

3730XL 자동화된 DNA sequencing system (Applied

Biosystems)을 사용하여 분석했다. 16S rRNA 유전자 서열

은 Ezbiocloud 서버에서 BLAST 검색 분석에 의해 확인되었

다[16].

Evaluation of plant growth promotion in grass
treated with diazotrophic bacteria
분리된 균은 포트 실험를 통하여 식물 성장에 미치는 영

향을 확인했다. 균의 준비는 분리된 질소고정 박테리아를 동

일비율로 섞어 혼합 균주를 만들고 TSB (Tryptic soy broth)

에 3일간 28℃에서 배양했고, 원심분리기를 이용하여 배지

성분을 제거했다. 토양을 준비된 플라스틱 포트에 150 g씩

담았다. 준비된 균을 증류수에 부유시키고, 토양에 1.0 g

bacteria/kg soil의 농도로 접종했다. 식물은 perennial

ryegrass를 이용했다. 포트당 seed는 3개씩 파종했다. 대조

군으로 균을 접종하지 않고 같은 양의 증류수를 첨가한 포
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트의 식물로 했고, positive control로 광합성 혼합 균주를 이

용했다. 각 실험군은 4개의 포트를 사용했고, 식물은 20℃,

6000 lux의 빛 세기에서 배양했다. 모든 실험은 같은 조건에

서 실시했다. 토양이 건조되는 것을 방지하기 위해 증류수를

일일 15 ml씩 주었다. 50일 배양 후 줄기의 길이와 식물의

건조중량을 측정함으로써 식물 성장을 확인했다. 

Fig. 1. The efficiency of the removed acetylene after 5 days of each strain and the ethylene efficiency were shown. The blue bars
show the ratio of decrease in the initial acetylene concentration. The red bars show the ratio of the amount of ethylene produced rel-
ative to the amount of initial acetylene (**p < 0.01).
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Analysis of bacteria community in soil
식물의 성장을 확인한 토양을 사용하여 토양 내 균

community를 분석했다. 토양내 미생물의 DNA는 PowerSoil®

DNA Isolation Kit (카탈로그 번호 12888, MO BIO)을 이용

하여 제조업체의 안내서에 따라 추출했다. 각 sequencing

sample은 Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library 프

로토콜에 따라 준비했다. DNA의 정량과 농도는 PicoGreen

과 Nanodrop을 이용해 측정했다. 16S rRNA 유전자는 16S

V3-V4 프라이머를 사용하여 증폭시켰다. 프라이머 서열은

다음과 같다; 16S V3-V4 프라이머(Forward Primer, 5'

TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA

CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG, Reverse Primer 5'

GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG

ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C). Input

gDNA (12.5 ng)는 16S V3-V4 primer로 증폭되고 이후의

limit-cycle 증폭 단계는 multiplexing indices와 Illumina

sequencing adapters를 이용해 수행했다. 최종 산물은

PicoGreen을 사용하여 표준화되고 풀링되며, 라이브러리의

크기는 LabChip GX HT DNA High Sensitivity kit

(PerkinElmer, Massachusetts, USA)를 사용하여 검증했다. 그

후 MiSeqTM 플랫폼 (Illumina, San Diego, USA)을 사용하

여 sequencing 했다.

결과 및 고찰

Isolation of nitrogen fixation bacteria
질소고정 능력을 가진 균을 분리하기 위해 serial dilution

된 토양 시료를 질소원이 없는 배지에서 배양했다. 그 배지

에서 높은 성장을 보인 58개의 후보 균주를 분리했다. 순수

분리된 균주들은 대부분 점액질로 이루어진 colony를 형성

했다. 따라서 이후의 정량적 실험을 위해 각 균주는 nutrient

media나 tryptic soy broth에서 성장을 확인했다. 배양된 균

은 KEMB에 기탁했다. KEMB에서 분양받은 질소고정 후보

균주는 nutrient media에서 배양시켰다.

Acetylene Reduction Assay (ARA)
ARA를 통해 acetylene을 ethylene으로 환원시킨 8개의 균

주(토양에서 분리된 균주 7, KEMB를 통해 분양받은 균주

1)를 확인했다(Fig. 1). 토양에서 분리한 균주 중 acetylene

을 대부분 ethylene으로 환원시킨 strain MK7과 Y4, Y8에

대하여 재현성 실험을 실시했다. 재현성 실험에서 strain

MK7과 Y8에서 지속적인 nitrogenase 활성을 확인했다

(Table 1). 따라서 질소고정 균주로 strain MK7과 Y8을 선별하

여 이후 실험을 실시했다. Strain MK7은 gas chromatography

를 이용한 검출에서 초기의 기상층의 acetylene 농도는 9.3%

였지만, 5일차에는 acetylene은 검출되지 않았고, ethylene

은 3.9%로 검출되었다. Strain Y8은 초기의 기상부의 10.6%

에서 1.7%로 감소하였으며, ethylene은 3.8%로 검출되었다.

Acetylene이 약 9% 감소한 것에 비해 ethylene 생성은 약

3.8%로 낮게 검출되었다. 이는 닫힌계에서 균의 작용에 의

해 용기 내부의 압력이 증가한 결과로 보인다. 하지만

acetylene은 검출되지 않았으므로 내부의 acetylene을 약

100% 환원시킨 것으로 볼 수 있다.

16s rRNA sequencing results 
16s rRNA sequencing 결과를 통해 strain MK7과 Y8을

동정했고 각각 Cedecea lapagei GTC 346 (98.21%)과

Enterobacter ludwigii EN-119 (99.73%)로 동정되었다

(Table 2). 각 균주는 KEMB에 질소고정 균으로 KEMB

1501-001, KEMB 1501-002로 기탁했다.

Evaluation of plant growth promotion in grass
treated with diazotrophic bacteria
비료실험은 perennial rye grass를 이용하여 선별된

Cedecea sp. MK7과 Enterobacter sp. Y8을 혼합하여 실시

하였다. 결과를 확인하기 위해 잎의 길이와 식물체의 건조중

량을 측정했다.

잎의 길이를 확인한 결과 각 경우에서 모두 첫번째 잎의

Table 1. Efficiency of selected high efficiency strain and con-
firmation reproducibility.

A. Result of screening about nitrogen fixation bacteria.

Strain
Acetylene (%) Ethylene 

product 
(%)0 day 5 day

Removal 
rate

Control 10.6 9.0 15.12 ND
MK7 9.3 0.0 100.00 39.3
Y8 10.6 1.7 83.78 45.2

B. Results of nitrogen fixation reproducibility.

Strain
Ethylene product (%)

1st Screening 2nd Screening
MK7 18.0 51.0
Y4 0.0 0.0
Y8 42.0 54.8

Table 2. Results of 16s rRNA sequencing.

Strain Closest match
Similarity

(%)
Seq. length

(bp)
MK7 Cedecea lapagei GTG 346T 98.21 1,470
Y8 Enterobacter ludwigii EN-119T 99.73 1,423
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성장에서 차이가 없었다. 두번째 잎의 경우 증류수를 첨가한

pot와 광합성 혼합균주를 첨가한 포트에서는 별차이를 보이

지 않았고, 질소고정 혼합 균주를 이용한 pot 에서 약 120%

길이 성장을 확인했다. 증류수를 이용한 pot의 경우 세번째

잎에서 성장 속도가 다른 실험군에 비해 낮은 것을 확인했

고, 광합성 혼합 균주와 질소고정 혼합 균주의 경우 각각 약

136%, 142% 높은 성장률을 보인 것을 확인했다. 49일 차까

지 증류수를 첨가한 pot에서는 더 이상의 잎 발생이 나타나

지 않았고, 광합성 혼합 균주, 질소고정 혼합 균주에서 5번

째 잎까지 발생했다. 4번째 잎과 5번째 잎의 성장을 질소고

정 혼합 균주에 비해 광합성 혼합 균주에서 더 높은 성장을

보였다(Table 3). 

파종 49일 후, 식물을 뽑아서 줄기의 길이와 건조 중량을

측정했다. Control에서 줄기의 길이는 18.53 cm로 측정되었

다. 질소고정 균을 접종한 실험군에서는 22.06 cm로 측정되

었다. 이는 control에 비해 약 123.5% 높은 성장률을 보였

다. 광합성 균을 접종한 실험군에서는 21.8 cm로 측정되었

다. 이는 control에 비해 약 116%의 높은 성장을 보인 것이

다. 질소고정 균을 접종한 실험군에서 가장 높은 줄기 성장

률을 보인 것으로 확인되었다. 건조 중량을 측정한 결과는

contol에서 식물의 건조 중량은 18.65 mg으로 측정되었다.

질소고정 균을 접종한 실험군에서는 34.80 mg으로 확인되

었다. 이는 control에 비해 186.6% 증가한 결과이다. 광합성

균을 접종한 실험군에서는 25.31 mg으로 확인되었다.

Control에 비해서 약 135.7%의 증가한 결과이다. 

토양의 영양 상태에 따른 균의 효율을 확인하기 위해 TSB

를 함께 첨가하여 실험을 실시했다. Control로 증류수를 첨

가한 실험군과 TSB를 첨가한 실험군으로 두고 실험을 실시

했다. 49일 후에 줄기의 길이를 측정한 결과 증류수를 첨가

한 control, TSB를 첨가한 control, 질소고정 균을 접종한 실

험군, 광합성 균을 접종한 실험군에서 각각 17.93 cm, 26.38

cm, 28.43 cm, 27.05 cm으로 확인되었다. 건조 중량을 측정

한 결과는 각각 16.11 mg, 29.13 mg, 36.76 mg, 29.68 mg

으로 측정되었다. 각 균을 접종한 실험군에서 증류수를 첨가

한 control에 비해 약 228.2%, 184.2% 증가한 것으로 확인되

었다. TSB를 첨가한 control에 비해 약 126.2%, 101.9% 증

Table 3. Perennial rye grass Leaf length measurement result. The results are listed in order of each leaf. The results were compared
when the maximum growth of each leaf was maximized. 

Inoculum of pot 1st Leaf 2nd Leaf 3rd Leaf 4th Leaf 5th Leaf
Distilled water 85.4 150.4 136.6 0 0
Photosynthetic bacterial mixed inoculum 78.0 149.6 185.4 240.4 182.0
Nitrogen-fixing bacterial mixed inoculum 72.3 183.6 194.3 217.8 168.0

Fig. 2. Plant photos by incubation period. The first line used distilled water, the second line photosynthetic bacteria, the third line
used nitrogen fixative bacteria, and the fourth line used anti-fungal microorganisms as inoculation.
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가한 것으로 나타났다(Fig. 3). 

Analysis of bacteria community in soil
비료 실험 이후 토양을 이용한 미생물 군집 분석의 결과

대조군 토양과 증류수와 질소고정 균을 접종한 토양의 미생

물 군집이 유사한 것으로 나타났다. 또 영양배지를 접종한

토양과 영양배지와 함께 광합성 균을 접종한 토양의 미생물

군집이 유사했다. 영양배지를 접종한 토양의 균 군집과 광합

성 균을 접종한 토양의 균 군집도는 다른 실험군과 다른 군

집도를 나타냈다(Fig. 4). 이 결과를 보면 질소고정 박테리아

를 접종한 토양에서 토양 내 균 군집은 대조군과 유사했지

만 식물 성장은 촉진된 것을 알 수 있다.

영양배지를 첨가한 토양의 미생물 군집도와 대조군의 군

집도를 비교하면 대조군에서 1% 이상의 군집도를 가진 미

생물들이 대부분 1% 이상의 군집도를 나타냈지만 군집도는

대부분 변화한 결과를 나타났다. 영양배지와 함께 접종한 질

소고정 균과 광합성 균을 접종한 토양의 균 군집도는 유사

하게 나왔지만, 일부 종에서 차이를 보였다. Silvibacterium

bohemicum (5.76%), Tepidimonas thermarum (9.19%)는

각각 광합성 균을 접종한 토양에서 약 1.5%, 5.8% 높은 것

을 확인했다. 또 Limisphaera ngatamarikiensis (1.69%)의

경우는 1.5% 낮은 것을 확인했다. 질소고정 박테리아를 접

종하지 않은 다른 실험군에서의 토양 내 균 군집은 많은 상

당히 많은 차이를 보이고 있다(Fig. 5). 이는 여러가지 인간

Fig. 3. The length of the stem of the grass and the dry weight of the plant were measured. The length and dry weight of the plants
grown in the soil inoculated with nitrogen-fixed bacteria were shown in red. A, B; experimental group inoculated with distilled water,
1; plant grown in soil with added distilled water, 2; plants grown on soils inoculated with nitrogen fixation bacteria, 3; plants grown on
soil inoculated with photosynthetic bacteria, C, D; Experimental group inoculated with TSB, 1; plant grown in soil with added distilled
water, 2; plants grown in soil with sterile TSB added, 3; plants grown on soils inoculated with nitrogen fixation bacteria, 4; plants grown
on soil inoculated with photosynthetic bacteria. A, C; Point is the germination, and the bar is the length of the plant (*p < 0.05 and
**p < 0.01).
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의 처리에 따른 미생물의 직접적인 영향이나 간접적인 영향

으로 인해 미생물의 군집이 변하는 것으로 볼 수 있다. 

결 론

도시녹화를 위해 토양에서 분리된 58개의 질소고정 후보

균주와 KEMB를 통해 분양받은 43종의 균주로 ARA를 실

시하여 2종의 질소고정 균을 선별했다. 각 균의 16s rRNA

sequencing 결과 Cedecea sp. MK7과 Enterobacter sp. Y8

로 동정되었다. 선별된 질소고정 균을 이용하여 식물 생장

실험을 실시한 결과 균을 접종하지 않은 식물에 비해 약

186.6% 증가했다. 영양배지를 토양에 첨가해 배양한 식물에

비해 126.2% 증가한 성장률을 보였다. 또 실험에 사용된 토

양을 MiSeq을 통해 균 community 분석을 실시한 결과, 균

을 접종하지 않은 토양과 유사한 군집을 가진 것을 확인했다.

따라서 본 실험에서 선별된 질소고정 균들은 식물성장을

촉진하지만 균주 community에는 영향을 주기 않는 것을 확

인했다. 이러한 사실은 본 연구에서 선별된 균은 식물 성장

Fig. 4. UPGMA tree comparing samples. con.1; soil with added
distilled water. NF.1; soil inoculated with nitrogen-fixed bacteria,
photo.1; soil inoculated with photosynthetic bacteria, con.2; soil
with added sterilized TSB, NF.2; soil with nitrogen fixation bacte-
ria and sterilized TSB, 4; soil with photosynthetic bacteria and
sterilized TSB.

Fig. 5. Bacterial community analysis of soil samples. con.1; soil with added distilled water. NF.1; soil inoculated with nitrogen-fixed
bacteria, photo.1; soil inoculated with photosynthetic bacteria, con.2; soil with added sterilized TSB, NF.2; soil with nitrogen fixation bac-
teria and sterilized TSB, 4; soil with photosynthetic bacteria and sterilized TSB.
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을 촉진하는데 도움을 주지만 주변 환경에 영향을 미치지 않

는 친환경 미생물 재제로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.

또한 본 연구에서는 하지 않았지만 선별된 균의 다른 특정

이나 유전자 분석을 통해 질소고정 의외에 식물 성장을 촉

진하는 분석이 실시할 수 있을 것이라 생각된다. 또한 도시

녹화에 활용된다면 좋은 효과를 거둘 것으로 기대된다.

요 약

현재 도시의 도시열섬현상을 완화시키는 방안으로 도시 녹

화사업 및 연구가 주목 받고 있다. 이 연구에서는 질소고정

균을 분리하고, 식물 성장에 미치는 영향을 확인했다. 먼저

질소고정 균을 분리하기 위해, 질소원이 없는 배지에서

enrichment를 실시했고, 질소원이 제한된 배지에서 높은 성

장을 보인 colony를 분리하여 순수분리 했다. 순수 분리된 균

은 ARA를 통해 acetylene이 90% 이상 감소되고, ethylene

생성을 통해 nitrogenase의 활성을 간접적으로 확인했다. 재

현성이 확인된 Cedecea sp. MK7과 Enterobacter sp. Y8을

선별했다. 선별된 질소고정 균을 perennial rye grass의 성

장에 적용한 결과 건조중량이 18.65 mg인 대조군에 비해

34.80 mg (186.60%)으로 증가한 것을 확인했다. 식물 성장

후, 질소고정 균이 접종된 토양의 미생물 군집 분석은 대조

군과 유사했다. 따라서 본 연구에서는 도시녹화 시스템에 질

소고정 균을 이용하여 식물 성장을 촉진한다면 그 효율이 증

대될 것이다.
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