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나이신과 박테리오파지의 병용처리에 의한 Staphylococcus aureus의 제어 효과
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ABSTRACT - One of the well characterized bacteriocins, nisin, shows strong antimicrobial activity against

pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. This study evaluated the synergistic

effect of commercial nisin and SAP84 bacteriophage on S. aureus. Nisin showed antimicrobial activity against S.

aureus KCTC 3881 in a dose-dependent manner. Eighteen IU/mL of the nisin decreased 4.03 Log CFU/mL of the

strain in MRS broth after six hours compared with the controlled subject. On the other hand, the same dose of the nisin

decreased 5.54 Log CFU/mL when co-treated with 0.1 MOI of the bacteriophage SAP84. Furthermore, the combina-

tion of nisin and SAP84 was successfully applied for controlling the S. aureus strain in lettuce.
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나이신(nisin)은 유산균이 생산하는 대표적인 박테리오신

으로서 현재 천연보존제로 상업화되어 전세계적으로 사용

되고 있다. 유산균이 생산하는 박테리오신은 안전성이 확

보되고 열안정성이 좋으며 광범위 항균활성을 나타내기

때문에 산업적 적용성이 우수하다. 유산균 생산 박테리오

신은 크게 네 개의 그룹으로 나뉘는데 나이신은 class I

(lantibiotics)에 속하며 번역 후 수식과정을 거치는 것이 특

징이다1).

나이신은 상기의 장점으로 지금까지 많은 연구들이 수

행되었고 in vitro, in situ, 그리고 in vivo 실험에서 그 항

균효과가 검증되었다. 또한 대표적인 나이신인 나이신A의

항균활성 및 항균스펙트럼을 향상시키기 위해 유도체

(derivatives)가 개발되었으며 특히 나이신V (M21V)는 병원

성 세균인, hVISA (heterogeneous vancomycin-intermediate

Staphylococcus aureus), Clostridium difficile ribotype 027,

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus 등에 대한 항균활

성이 나이신A 보다 향상되었다2).

박테리오파지(혹은 줄여서 파지라고도 함)는 다양한 환

경의 특정 숙주 박테리아를 감염시키는 바이러스로서 그

활용도가 크며 특히, 인체 감염, 유전자 치료, 식품 안전,

식물 감염, 백신 등의 많은 분야에서 활발한 연구가 진행되

고 있다3). 식품 안전과 관련해서는 몇몇 박테리오파지 제품

즉, ListShield™ (Listeria monocytogenes 억제)4), EcoShield™

(Escherichia coli O157:H7 억제)5), Salmonelex™ (Salmonella

억제)6) 등이 식품에서 각각의 식중독균을 제어하기 위한

목적으로 개발되어 미국 식품의약국(FDA)의 승인을 받아

판매되고 있다.

박테리오파지는 단독 처리보다 다른 항균물질과의 병용

처리를 통하여 항균 시너지 효과를 기대할 수 있다. Kim

과 Moon 등의 보고에 의하면 박테리오파지의 단독 처리

보다 유기산 (젖산, 구연산)과의 병용처리 시 대장균 억제

효과가 훨씬 더 크게 나타났으며7) 또한 Kim 등의 보고에
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의하면 S. aureus의 제어를 위해서는 박테리오파지 단독처

리 보다는 박테리오신과의 병용처리가 효과적임이 확인되

었다8).

본 연구에서는 S. aureus 특이 박테리오파지와 상업화된

대표적 박테리오신인 나이신의 병용처리에 의한 S. aureus

의 효율적 제어 효과를 검증하였다. 

Materials and Methods

S. aureus 박테리오파지 SAP84 증식

S. aureus 박테리오파지 SAP84는 가천대학교 식품생물

공학과에서 분양받아 사용하였다. SAP84의 증식을 위해

서 S. aureus KCTC 3881 균주와 SAP84를 2.5:1의 비율

로 MRS broth (BD, Sparks, MD, USA)에 접종한 다음

37oC에서 6시간 동안 진탕배양 하였다. 배양액을 4oC에서

6,500×g로 10분간 원심분리한 후 상등액을 회수하여 멤브

레인 필터(0.45 µm; Agela Technologies Inc., Wilmington,

DE, USA)로 여과하였다. 펩톤 수(0.1%, w/v)로 10진 희

석한 여과액(10 µL)은 S. aureus KCTC 3881이 접종된

MRS agar plate (BD)에 점적하여 37oC에서 하룻밤 배양

한 후 용균반(plaque)을 계수하였고 PFU (plaque forming

units)/mL로 나타내었다.

나이신의 항균활성

상업적으로 판매되는 나이신 제품(Galacin Nisin 101,

Galactic, Belgium)을 활용하여 MRS broth (BD) 5 mL에

최종 활성농도가 18, 9, 4.5, 2.25, 1.125 IU/mL이 되도록

첨가한 다음 S. aureus KCTC 3881 균주를 최종농도 6

Log CFU/mL이 되도록 접종한 후 37oC에서 정치배양하였

다. 배양하면서 경시적으로(0, 3, 6시간) 시료를 취해 펩톤

수(0.1%, w/v)로 10진 희석한 다음 MRS agar plate (BD)

에 도말하여 균수를 계수하였으며 CFU/mL로 나타내었다.

항균활성의 유무는 대조구(나이신 무첨가)와의 균수 차이

로 판단하였다. 

나이신과 박테리오파지 SAP84의 병용처리

MRS broth (BD) 5 mL에 최종 활성농도가 18, 9, 4.5, 2.25,

1.125 IU/mL이 되도록 나이신을 첨가한 다음 박테리오파지

SAP84를 최종농도 0.1 MOI (multiplicity of infection)가 되도

록 첨가하였다. 여기에 S. aureus KCTC 3881 균주를 최종

농도 6 Log CFU/mL이 되도록 접종한 후 37oC에서 정치배

양하였다. 균의 계수는 상기의 방법과 동일하다.

주사전자현미경 관찰

나이신과 박테리오파지의 병용처리에 의한 세포의 상태

를 관찰하기 위하여 주사전자현미경 사진 촬영을 진행하

였다. 즉, 나이신(18 IU/mL)과 박테리오파지 SAP84 (0.1

MOI)가 첨가된 MRS broth (BD)에 S. aureus KCTC 3881

균주를 최종농도 6 Log CFU/mL이 되도록 접종한 후 37oC

에서 6시간 배양하였다. 이후 배양액 20 µL를 취해

16,000×g에서 1분간 원심분리 후 상등액을 제거하였다. 여

기에 에탄올(50-100%)을 첨가하여 탈수과정을 거친 후 멤

브레인 필터(0.45 µm; Agela Technologies Inc.)에 점적하

여 주사전자현미경(JSM-6700F, JEOL, Tokyo, Japan) 관찰

을 하였다.

신선농식품(양상추) 적용시험

나이신과 박테리오파지의 병용처리가 실제 식품에서도

S. aureus의 생육저해에 효과를 발휘하는지 확인하기 위하

여 양상추를 시험대상으로 선정하였다. 양상추를 흐르는 물

에 30초간 세척하고 70% EtOH에 15분간 침지하여 소독하

였다. 이후 클린벤치에서 양상추를 적정 크기(2 cm×2 cm)로

절단하고 30분간 UV처리 하에 건조하였다. 여기에 하룻

밤 배양한 S. aureus KCTC 3881 균주를 5 Log CFU되게

접종한 후 37oC에서 2시간 건조하여 실험에 사용하였다.

즉, 전처리한 건조 양상추를 상기 농도의 나이신과 박테

리오파지 SAP84 혼합액 2 mL에 침지하여 1시간 동안 상

온 방치 후 양상추를 무균적으로 회수하여 펩톤수가 담긴

튜브에 넣고 현탁 후 균수를 측정하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복실험을 진행하여 평균±표준편차로

나타내었으며, SPSS ver. 25 (Statistical Package for Social

Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 통계분석에 이

용하였다. 일원분산분석(one-way ANOVA)으로 유의성을

검증하였으며, Duncan’s multiple range test (P<0.05)로 사

후검정하였다.

Results and Discussion

나이신의 항균활성

나이신의 농도 증가에 따라 S. aureus KCTC 3881 균주

의 생균수는 감소하였으며 농도의존적 경향을 나타내었다

(Fig. 1). 다만, 낮은 농도(1.125와 2.25 IU/mL)에서는 대

조구 대비 큰 차이가 나타나지 않았다. 나이신 처리 후 3

시간이 경과하였을 때 가장 높은 농도인 18 IU/mL에서는

대조구 대비 1.97 Log CFU/mL의 균수 감소가 있었으며

6시간이 경과하였을 때 4.03 Log CFU/mL의 균수 감소가

관찰되었다. 상대적으로 낮은 농도(9, 4.5 IU/mL)의 나이

신 처리 후 6시간이 경과하였을 때는 대조구 대비 각각

3.03과 0.82 Log CFU/mL의 균수 감소가 확인되었다. 

나이신과 박테리오파지 SAP84의 병용처리

나이신과 박테리오파지의 병용처리에 의한 S. aureus
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KCTC 3881 균주의 억제 상승효과를 검증하기 위하여 박

테리오파지 SAP84의 농도(0.1 MOI)를 고정하고 나이신의

농도를 달리하면서 경시적으로 생균수를 측정하였다(Fig.

2). SAP84의 농도를 0.1 MOI로 고정한 것은 선행연구에

기초하여 결정하였다8). 박테리오파지 SAP84 단독 처리 시

대조구 대비 3시간 경과 시 1.44 Log CFU/mL의 균수가

감소하였고 6시간 경과 시 2.28 Log CFU/mL의 균수가

감소하였다. 이는 박테리오파지 SAP84 단독으로도 S. aureus

KCTC 3881 균주에 대한 제어능이 있음을 의미한다. 그러

나 박테리오파지와 함께 나이신이 첨가될 경우 그 억제능

이 더 크게 증가하였다. 즉, 박테리오파지 SAP84에 나이

신 18 IU/mL가 첨가될 경우 대조구 대비 5.54 Log CFU/

mL의 균수 감소가 관찰되었다. 이는 나이신 18 IU/mL을

단독처리 한 결과(4.03 Log CFU/mL 감소) 보다도 1.51 Log

CFU/mL이 더 감소한 수치이다.

유사한 연구로서 Duc 등도 S. aureus를 제어할 수 있는

박테리오파지를 닭 등으로부터 분리한 후 단독 혹은 나이

신과의 병용처리 결과 효과적으로 S. aureus 세포와 생물

막(biofilm)을 억제함을 확인하였다9). 최근에는 기존의 항

생제와 박테리오신을 병용처리하여 그 항균효과를 극대화

하는 연구도 활발하다. Angelopoulou 등(2020)의 연구에

의하면 모유로부터 유래한 다제 내성 S. aureus (MDRSA;

multi-drug resistant S. aureus) 분리주의 생물막을 억제하

는데 나이신과 vancomycin을 병용처리는 것이 단독처리

보다 효과적임이 확인되었다10).

주사전자현미경 관찰

나이신과 박테리오파지의 병용처리에 의한 세포의 상태

를 관찰하기 위하여 주사전자현미경 사진 촬영을 진행하

였다. 그 결과 대조구(무처리)의 경우 S. aureus의 전형적

인 형태인 포도알 모양이 관찰된 반면 나이신(18 IU/mL)

과 박테리오파지 SAP84 (0.1 MOI)를 처리한 세포의 경우

비정형의 모양과 파쇄된 세포찌꺼기의 응집체가 관찰되었

다(Fig. 3). 이러한 결과는 나이신과 박테리오파지의 엔도

라이신이 세포막과 세포벽을 파괴한 결과로 추론된다.

Jensen 등의 연구에서 S. aureus가 나이신에 노출되면 탈

분극(depolarization)이 일어나 빠르게 죽는 것으로 확인되

었다11). 이를 분석하기 위해 초고해상도의 현미경(super-

resolution structured illumination microscopy)과 투과전자

현미경(transmission electron microscopy)이 사용되었으며

나이신 처리 시 S. aureus의 세포막이 파괴되는 것은 물론

DNA 응축도 관찰되어 나이신이 S. aureus의 염색체 복제

와 분리에도 영향을 미치는 것으로 나타났다.

Fig. 1. Growth inhibition of Staphylococcus aureus KCTC 3881

by nisin. Data are provided as the mean value±SD, measured in

triplicate.

Fig. 2. Growth inhibition of Staphylococcus aureus KCTC 3881

by combinations of SAP84 and nisin. Data are provided as the

mean value±SD, measured in triplicate.

Fig. 3. Scanning electron micrographs of Staphylococcus aureus KCTC 3881 treated with combination of SAP84 and nisin. (A) Control

(no treatment); (B) Treatment of 18 IU/mL of nisin; (C) Treatment of 0.1 MOI of SAP84; (D) Treatment of combination of 0.1 MOI of

SAP84 and 18 IU/mL of nisin.
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신선농식품(양상추) 적용시험

선행연구의 방법12)을 참고하여 S. aureus KCTC 3881 균

주를 양상추에 인위적으로 접종한(5 Log CFU) 후 나이신

(18 IU/mL)과 박테리오파지 SAP84 (0.1 MOI)를 병용처리

한 결과 3시간까지 생균수가 감소하는 경향을 보이다가 6

시간째 다소 증가하였다. 즉, 5.08 Log CFU/mL의 생균수

로 시작하여 1-3시간 경과 시 각각 4.19, 3.73 및 3.36 Log

CFU/mL의 생균수를 보였으며 6시간 경과 시 3.77 Log

CFU/mL의 생균수를 보였다. 대조구로 사용한 차아염소산

나트륨(NaClO, 0.008%)은 상기 병용처리 보다 효과가 우

수하였으며 6시간째는 S. aureus KCTC 3881 균주가 검출

되지 않았다(Fig. 4). 사용한 농도에서 나이신과 박테리오

파지 SAP84 병용처리가 차아염소산나트륨의 항균효과 보

다는 다소 낮게 나타났지만 이는 사용 농도의 조정으로

해결 가능하며 무엇보다 차아염소산나트륨이 가지는 화학

합성품에 대한 소비자들의 부정적인 인식을 감안한다면

상기의 병용처리 방법은 이를 대체할 만한 근거를 가진다

고 판단된다.

나이신은 천연보존제로서 식품 중 병원성 세균(L.

monocytogenes와 S. aureus 등)을 효과적으로 억제하는데

크게 기여할 수 있다. 그럼에도 불구하고 나이신 펩타이

드의 생화학적 특성으로 인해 특정 식품 환경(예, 중성 혹

은 알칼리 pH)에서는 그 효과가 저감될 수 있다13). 그러

한 단점의 보완과 제어 효과의 향상을 위하여 다른 항균

물질과의 병용처리에 관한 연구가 활발하게 진행되고 있

다. Narimisa 등은 인체 감염에서 문제가 되는 지속생존

세포(persister cell)의 효과적인 억제 방법으로 항생제와 나

이신의 조합을 제시했다14). 즉, 고농도의 항생제 처리 조

건에서 L. monocytogenes 균주는 높은 지속생존 세포 생

성능을 보였으며 항생제와 나이신 조합은 이를 효과적으

로 억제하였다. 또한 저온살균 우유에서의 미생물학적 안

전성을 보장하기 위하여 나이신과 라이소자임을 처리한

결과 총균수, 포자형성세균, 저온균 수에서 감소가 확인되

었고 둘의 병용처리에서 상승효과가 관찰되었으며 저장기

간도 연장되었다15). 나이신과 박테리오파지의 병용처리도

병원성 세균을 억제하기 위한 효과적인 방법으로 제시되

고 있다. 상업적으로 판매되는 박테리오파지 P100과

Nisaplin® (나이신의 상표명)의 병용처리는 콜슬로(coleslaw)

에 인위적으로 오염시킨 L. monocytogenes ScottA 균주를

효과적으로 억제하였다16). 이상과 같이 항균물질의 병용처

리는 낮은 농도로 병원성 세균을 효과적으로 억제할 수

있고 병원성 세균의 내성 발현 기회를 줄일 수 있으므로

전략적 제어방법으로 활용 가능하다.

본 연구에서는 S. aureus의 효율적인 제어를 위한 방법

으로 나이신과 박테리오파지를 병용처리하였고 그 결과

단독으로 처리하는 것 보다 S. aureus를 효과적으로 억제

함을 확인하였고 향후 식품에서의 S. aureus 제어제 개발

시에 기초자료로 활용 가능하리라 판단된다. 
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국문요약

대표적인 상업화된 박테리오신인 나이신은 Listeria

monocytogenes 및 Staphylococcus aureus와 같은 병원성 세

균에 대해 강력한 항균 활성을 보인다. 본 연구에서는 시

판되는 나이신 제품을 박테리오파지 SAP84와 함께 병용

처리했을 때 S. aureus 억제에 대한 상승효과에 대하여 평

가했다. S. aureus KCTC 3881 균주에 대해 나이신은 농

도의존적으로 생균수를 감소시켰으며 18 IU/mL의 나이신

은 대조구와 비교하여 6시간째에 4.03 Log CFU/mL의 균

수가 감소된 반면, 동일 용량의 나이신이 박테리오파지

SAP84 (0.1 MOI)와 병용처리 되었을 때 5.54 Log CFU/

mL의 생균수 감소가 관찰되었다. 또한 나이신과 SAP84

의 조합은 양상추에서 S. aureus 균주를 효과적으로 제어

하는데 성공적으로 적용되었다.
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Fig. 4. Growth inhibition of Staphylococcus aureus KCTC 3881

in lettuce by combination of SAP84 and nisin. Data are provided

as the mean value±SD, measured in triplicate.
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