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Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Escherichia coli (E. coli) and Staphylococcus aureus (S. 
aureus) are typical opportunistic pathogens. Moreover, these bacteria are known to possess 
multidrug-resistant (MDR) properties. This study investigates the antimicrobial activity of six 
fermented products, which have varying efficacies against P. aeruginosa, E. coli, and S. aureus. To 
identify novel candidate genes, differential expression analysis was performed using an annealing 
control primer. In the disk diffusion method, Fig vinegar (FV) and Diospyros kaki Thunb vinegar (DTV) 
showed the greatest increase in inhibition compared to other fermented products, whereas 
fermented Korean traditional nature herb (FKTNH) had no antibacterial effect. This study identified 
down-regulation of Escherichia coli O157:H7 ompW gene for outer membrane protein W, whereas 
gene for synthetic construct Lao1 gene for L-amino acid oxidase were up-regulated in E. coli treated 
with 5% FV. Consuming fermented vinegar helps prevent bacterial infections. Especially, FV and DTV 
are potentially useful alternative natural products for multidrug resistance. Furthermore, both are 
expected to be used as effective natural antimicrobial agents, such as disinfectants.

Copyright Ⓒ 2022 The Korean Society for Clinical Laboratory Science.
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서  론 

평균수명이 늘어나고, 건강한 100세 시대를 추구하는 

“well-aging” 을 위해 건강한 생활을 하고자 올바른 식습관을 

바탕으로 양질의 영양소를 섭취하고자 하며, 특히 한국인이 전

통의 방법으로 만들어 섭취한 김치, 청국장을 비롯한 각종 장류

에 대한 효능이 입증되면서 ‘발효’에 대한 관심이 높아지고 있

다. 발효(fermentation)의 정의를 살펴보면 “미생물이 유기 화

합물을 분해하여 알코올류, 유기산류, 이산화탄소를 생산하는 

과정이다[1].” 발효의 방식으로 만들어진 음식은 특히 장건강에 

유익하게 작용하며, 건강한 장으로부터 면역력이 증강되어 항

암, 항염증, 항산화 등 다양한 기능성이 입증되었다[2, 3].

무화과(Ficus carica L.)는 아열대성의 뽕나무과에 속하는 

식물로서 우리나라에서는 주로 전남 영암, 경남, 남해안, 제주 

지역에서 재배를 하고 있다. 무화과는 무기질, 식이섬유, 폴리페

놀, 칼슘이 풍부하며 소화 촉진, 변비 개선, 피부 발진 등에 다방

면으로 효과가 있는 것으로 알려져 있으며[4, 5] 곰보배추는 배

추 잎과 비슷하면서 울퉁불퉁하여 붙여진 이름으로 추운 겨울철

에도 잘 견디는 강한 생명력을 가져 설견초(雪見草), 동생초(冬

生草)로 불리기도 하였다. 곰보배추에는 사포닌 성분, flvonoid
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성분이 풍부하여 염증, 베인 상처, 아토피에 탁월한 효과가 있다

고 알려져 있다[6]. 파프리카(Capsicum annuum L.)는 단맛

이 있는 고추로 분류되는 작물이다. 파프리카는 수분을 다량 함

유하며 ascorbic acid, tocopherol, flavonoid, carotinoid 등

이 풍부하여 흔히, 비타민 보석이라고 칭한다[7]. 감(Diospyros 

kaki L.)은 주로 한국, 중국, 일본 등 아시아 지역에서 주로 재배

되는 과실이다[8]. 감은 크게 떫은 감과 단감으로 나누며, 대봉

감과 반시는 떫은 감에 속한다. 감의 과실 내에는 페놀성 화합물

인 epicatechin, epigallocatechin, gallic acid, catechin, 

catechin gallate이 풍부하며 노화방지, 심혈관 질환 예방, 항

암효과, 백혈병 세포 증식 억제 등의 효능이 입증되었다[9, 10].

위의 식재료에 대한 추출물이 가진 다양한 효능과 항균능은 

이미 많은 연구결과를 통해 입증된 바 있지만 발효물에 관한 연

구는 미흡한 실정이다. 그러므로 전통의 방식으로 발효한 각종 

발효물을 대표적인 기회감염균인 포도알균, 녹농균, 대장균을 

대상으로 항균효과를 확인하고자 한다. 더불어 발효물을 섭취

하였을 때 직접적인 영향을 미칠 수 있는 대장균을 대상으로 유

전적인 발현의 변화를 관찰하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 대상균주

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia 

coli (ATCC 25922)와 Staphylococcus aureus (ATCC 

25923)를 사용하였다. Tryptic soy broth에 접종 후 사용하여 

산소성 배양기(Nuaire, Nu-5700, Plymouth, USA)에서 

37°C로 18∼24시간 배양을 하였다.

2. 사용배지

항균활성 측정을 위해서 tryptic soy agar (TSA)와 mueller- 

hinton agar (MHA)를 121℃ 15분간 가압증기멸균(Han 

Yang Scientific Equipment Co., Ltd, Seoul, Korea)하여 

사용하였다.

3. 발효액

무화과발효소(fermented fig, FF), 무화과 식초(fig vinegar, 

FV), 곰보배추발효소(fermented morel cabbage, FMC), 파

프리카발효소(fermented paprika, FP), 대봉감식초(Diospyros 

kaki thumb vinegar, DTV), 토종약초발효소(fermented 

Korean traditional nature herb, FKTNH)의 총 6가지 발효

액은 신유토토종약초영농조합에서 제공받아 사용하였다. 

4. 디스크 확산법 측정

CLSI 가이드라인 M07-A10 [11]에 따라 대상균주를 MHA에 

계대 한 후 37°C 배양기(Nuaire, Nu-5700, Plymouth, USA)에

서 18시간 동안 배양 한 후 단일집락을 취하여 mueller hinton 

broth 2 mL에 현탁시켜 densicheck 탁도계(bioMerieux, 

Marcy l'Etoile, France)로 0.5 McFarland 표준값을 측정 하였

다. 이 균을 MHA에 멸균된 면봉으로 고르게 분주하였다.

각각의 발효액을 멸균된 6 mm 디스크 종이에 30 μL씩 분주

한 뒤 3시간 동안 흡수시키는 방법으로 총 3회에 걸쳐 건조된 디

스크를 MHA에 멸균된 핀셋으로 올려두었다. 

대조 항균제 디스크는 tobramycin과 gentamycin (Becton 

dickinson, Sensi-DISC, USA) 10 μg을 사용하였다. 산소성 

37°C 배양기(Nuaire, Nu-5700, Plymouth, USA)에서 18시

간 배양하였다. 배양 후 디스크 주위의 억제대 직경(mm)을 

caliper를 이용하여 측정하여 항균제 감수성 유무를 판단하였

다. 이와 같은 실험은 3회 반복하여 평균값을 도출하였다. 

5. 유전자발현 차이 관찰

5% 무화과식초가 포함된 기본영양배지에서 대장균을 배양 

시, 성장속도는 다소 느리지만 집락의 형태는 동일한 점을 확인

한 후, 매일 18~20시간씩 21일간 계대배양한 대장균과 5% 무

화과식초가 포함된 기본영양배지에서 계대배양한 대장균에 대

한 유전자발현 차이를 분석하였다. 각각의 대장균에서 RNA추

출 키트(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 total RNA를 

추출하였다. 이어서 추출한 RNA를 3 μg 농도로 취하여 reaction 

buffer, 2mM dNTPs, dT-ACP1, RNase inhibitor (Bioneer) 

그리고 MMLV reverse transcriptase (Bioneer)와 42°C 90

분간 반응 시켜 1차적으로 cDNA를 합성하였다. 그 후 50 ng 

cDNA와 10 μM dT-ACP2를 1 μL취하고, 10 μM arbitrary 

ACP primer와 2X direct master mix (Komabiotech)를 

94°C 1분, 50°C 3분, 72°C 1분간 시행하여 2차적으로 cDNA를 

합성하였다. 중합효소연쇄반응은 94°C 40초, 65°C 40초, 72°C 

49초를 40번 반복하고, 72°C에서 5분간 최종 연장을 하였다. 

2% agarose gel에서 50V로 70분간 전기영동 후 green star 

nucleic acid staining solution으로 염색 후 유전자발현의 차

이를 보이는 밴드를 gel document system (Kodak, EL logic 

100 Image System, Japan)으로 관찰하였다. 

유전자 발현차이를 보이는 밴드에서 해당 DNA를 추출하여 

T-blunt PCR cloning kit (Solgent)를 이용하여 클로닝 후 

plasmid를 추출하여 Bioneer사에 sequencing을 의뢰하였
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Table 2. Sequence similarities of differentially expressed genes

Clone Identity genebank Accession No. Identity (%)

ACP20-1 (U) Escherichia coli O157:H7 ompW gene for outer membrane protein W AB287438 98.25

ACP20-2 (F) Synthetic construct Lao1 gene for L-amino acid oxidase, complete cds LC556326 96.34

Abbreviations: ACP, Annealing Control Primer; U, Untreated; F, treated with 5% FV.

Table 1. Antimicrobial activity of 90 μL of six kinds of fermented products determined by disk diffusion method

Bacteria 
Inhibition zone (mm)

C FF FV FMC FP DTV FKTNH

S. aureus 26.10±3.98 12.71±4.58 19.91±1.14 13.09±2.61 13.67±1.59 19.55±2.04 ND

P. aeruginosa 22.24±1.67 13.92±1.34 23.23±2.07 15.69±1.90 12.87±2.53 21.99±3.73 15.36±2.19

E. coli 25.51±2.31 ND 22.06±1.93 ND ND 19.30±0.26 ND

Abbreviations: C, Control (10 μg tobramycin); FF, Fermented Fig; FV, Fig vinegar; FMC, Fermented Morel Cabbage; FP, Fermented Paprika;
DTV, Diospyros kaki Thunb vinegar; FKTNH, Fermented Korean traditional nature herb; ND, not detected.

Figure 1. Antimicrobial inhibition zone of six kinds of fermented 
products against P. aeruginosa determined by disk diffusion method. 
Abbreviations: C, Control (10 μg tobramycin); FF, Fermented Fig; FV, 
Fig vinegar; FMC, Fermented Morel Cabbage; FP, Fermented Paprika; 
DTV, Diospyros kaki Thunb vinegar; FKTNH, Fermented Korean traditional 
nature herb.

다. 염기서열 분석과 상동성 비교는 GenBank (NIH, MD, 

USA)를 이용하였다. 

결  과

1. 디스크 확산법에 의한 항균효과 관찰

디스크 확산법에 의한 각 발효액의 항균력은 Table 1과 같이 

억제대 크기를 나타내었다. 그 중에서 무화과식초와 대봉감식

초의 항균효과가 가장 우수한 것으로 나타났으며, 토종약초발

효소는 항균효과가 가장 미미하였다. 무화과 식초는 평균 녹

농균에서 23.23 mm, 대장균에서 22.02 mm, 포도알균에서 

19.91 mm의 크기로 억제대를 형성하였다. 대봉감식초는 녹농

균에서 21.99 mm, 대장균에서 19.30 mm, 포도알균에서 

19.55 mm의 크기로 억제대를 형성하였다(Figures 1−3).

대조군으로 그람양성알균, 그람음성막대균에 모두 항균능력

을 가지는 tobramycin와 비교하였을 때 대등한 효과를 보였다. 

더불어 검사의 정도관리는 CLSI 가이드라인 M100-S31 [12]

에 따라 확인하였다. 

가장 우수한 항균능이 관찰되는 pH3의 무화과식초를 보다 

강한 산성의 pH2로 측정되는 일반 양조식초와 항균능을 비교

한 결과, 양조식초는 항균능이 관찰되지 않은 반면 무화과식초

는 19.36 mm의 억제대를 형성하며 Gentamycin과 상응하는 

항균능을 보였다(Figure 4).

2. 무화과식초로 인한 대장균에서 발생하는 유전자발현 변화 

대장균의 무화과식초로 인한 유전적 변화를 관찰하기 위해 

21일 동안 대장균을 기본영양배지와 5% 무화과식초가 함유

된 기본영양배지에 계대배양 하였다. Annealing control 

primer를 기반으로 DDRT-PCR (differential display reverse 

transcription-polymerase chain reaction)을 이용하여 무

작위 프라이밍 방식으로 유전자발현의 차이를 분석하였다. 그 

결과 Figure 5와 같이 밴드의 진하기에 따라 특이적으로 발현이 

감소하거나, 증가하는 유전자를 찾을 수 있었다. 

무화과 식초를 처리하여 21일간 계대배양한 대장균에서 

Escherichia coli O157:H7 ompW gene for outer membrane 

protein W 유전자의 발현은 약하게 감소하였으며, synthetic 

construct Lao1 gene for L-amino acid oxidase, complete 

cds 유전자 발현은 증가하였다(Table 2). 
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Figure 2. Antimicrobial inhibition zone of six kinds of fermented 
products against E. coli determined by disk diffusion method. 
Abbreviations: See Figure 1.

Figure 3. Antimicrobial inhibition zone of six kinds of fermented 
products against S. aureus determined by disk diffusion method. 
Abbreviations: See Figure 1.

Figure 4. Antimicrobial inhibition zone of Fig vinegar (FV) and brewing 
vinegar (BV) against E. coli determined by disk diffusion method. 
Abbreviations: C, Control (10 μg gentamycin); V1, 30 μL BV; V2, 60 
μL BV; V3, 90 μL BV; FV1, 30 μL FV; FV2, 60 μL FV; FV3, 90 μL FV.

Figure 5. Differentially expressed genes of E. coli and E. coli
treated with 5% FV. 
Abbreviations: U, Untreated; F, treated with 5% FV; L,100 bp DNA ladder.

고  찰

포도알균은 그람양성균으로, 현미경으로 관찰 시 마치 포도

알이 모여있는 모양처럼 보여서 포도알균이라고 이름을 붙였다. 

대부분 토양이나 생활 속 사물에 많이 분포하고 있고, 여러 생물

체의 점막이나 피부에서 흔히 찾아볼 수 있다. 그러나 점막이나 

피부에 상처가 있을 때 포도알균이 몸 안으로 침투하여 감염을 

일으킬 수 있다[13, 14]. 녹농균은 자연환경에서 자주 발견되는 

호기성의 그람음성균이다. 건강한 사람에게는 큰 영향을 미치

지 않지만 다양한 독력인자를 분비하기도 하고, 불리한 영양 환

경 조건에서도 증식할 수 있기 때문에 유의해야 한다[15, 16]. 

대장균은 그람음성균으로 대장과 소장에서 많이 볼 수 있는 세

균이다. 그러나 오염된 생 채소, 덜 익힌 육류 섭취로 인해 Shiga 

toxin을 분비하는 E. coli O157:H7에 감염되면 식중독을 유발

하여 출혈성 설사와 경련을 동반한 복통 증상이 나타난다[17]. 

그 외에도 대장균의 병원성 인자로 인해 요로감염이 유발되기도 

한다[18].

본 연구는 포도알균, 녹농균, 대장균에 대해 전통의 방식으로 

발효명장이 제조한 6가지 발효액이 가지는 항균 효과를 관찰하

였다. 대조 항균제인 tobramycin과 비교한 결과, 무화과식초

와 대봉감식초의 항균효과가 가장 우수하게 tobramycin의 항

균력과 상응하는 것으로 나타났다. 특히 무화과식초는 더 강한 

산성을 띄는 양조식초보다 우수한 항균력이 나타났으며, 이는 

단순히 강한 산성으로 인해 세균의 증식이 억제되는 것이 아님

을 의미한다. 가죽나무잎, 인동초, 억새풀, 야관문, 어성초, 와

송, 적하수오, 천년초, 칡, 쇠비름, 쇠뜨기 등을 혼합하여 발효시
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킨 토종약초발효소는 항균효과가 가장 미미하였다.

6가지 발효액 중에서 가장 뛰어난 효과를 보인 무화과식초가 

세균의 유전자발현에 영향을 미치는지 관찰하기 위해, 특히 발

효액을 섭취하였을 때 장에서 직접적인 영향을 미칠 수 있는 균

인 대장균을 대상으로 유전적인 발현의 변화를 관찰하였다. 그 

결과 Escherichia coli O157:H7 OmpW gene for outer 

membrane protein W 유전자의 발현이 크게 감소하였다. 

OmpW 단백질은 세균의 외막단백질 중 소수성 porin의 성질

을 가짐으로서 식균작용을 방해하며 세균을 보호하는 역할을 한

다[19, 20]. 그러므로 무화과식초가 OmpW 단백질 발현의 감

소에 영향을 주며, 이에 따라 대장균의 식균작용을 방해하는 현

상을 감소시켜 항균효능을 가질 수 있도록 영향을 미치는 것으

로 추측할 수 있다. 반대로, 무화과식초를 처리하여 계대배양한 

대장균에서 synthetic construct Lao1 gene for L-amino 

acid oxidase, complete cds 유전자의 발현은 증가하였다. 

Lao1은 세포자살 유도, 부종 유도, 출혈, 혈소판 응집 억제와 같

은 노화 진행 과정에서 주로 발견되는 단백질이다[21]. 그러므

로 무화과식초가 대장균의 노화, 사멸 등을 유도하여 항균효과

를 발휘하는 것으로 해석할 수 있다. 

무화과식초로 인한 Escherichia coli O157:H7 OmpW 

gene for outer membrane protein W 발현의 감소와 synthetic 

construct Lao1 gene for L-amino acid oxidase, complete 

cds 유전자의 발현 증가에 관한 세부 기전을 추가로 분석해 볼 

필요가 있을 것으로 사료된다. 더불어 항균효과를 가지는 발효

액을 이용하여 대장균을 비롯한 다양한 병원성 균주를 대상으로 

충분한 기간 동안 계대배양하며 유전적 변화를 관찰함으로써 항

생제 내성 또는 부작용에 대한 우려가 있는 항생제의 대체제로

써 건강 친화적인 해당 발효액을 활용할 수 있을 것으로 기대한다. 

요  약

녹농균(Pseudomonas aeruginosa), 대장균(Escherichia 

coli) 및 포도알균(Staphylococcus aureus)은 기회감염균이

다. 또한 이들 세균은 다제내성(Multiple-Drug Resistance, 

MDR) 세균의 성질을 가지는 것으로 알려져 있다. 녹농균, 대장

균, 포도알균에 대한 다양한 효능을 지닌 6가지 발효액의 항균

활성을 분석하였다. 발효액을 섭취했을 때 대장균에서 유전적

발현 변화가 일어나는지 알아보기 위해 annealing control 

primer를 사용하여 유전자발현 분석을 수행하였다. 디스크확

산법을 통해 무화과식초와 대봉감식초가 다른 발효액에 비해 억

제대의 크기가 가장 크게 나타났고, 토종약초발효소는 항균효

과가 없었다. 대장균에 5% 무화과식초를 처리하여 21일간 매일 

계대배양하여 Escherichia coli O157:H7 OmpW gene for 

outer membrane protein W 유전자 발현이 감소하며, 

Synthetic construct Lao1 gene for L-amino acid oxidase, 

complete cds 유전자가 발현이 증가함을 확인하였다. 

발효액 중에서 특히 무화과식초를 섭취하는 것은 우리 주변

에 항상 존재하는 대장균에 대해 방어능력을 더욱 단단하게 가

질 수 있음을 의미하며, 나아가 다제내성균에 대한 천연치료제

로 유용하게 쓰일 수 있기를 기대한다.
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