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서   론

넙치(Paralichthys olivaceus)는 국내 해산어류 양식 산업에
서 높은 생산 비중을 차지하는 대표적인 경제성 양식 어종이다
(NIFS, 2024). 그러나 집약적 양식 환경과 고밀도 사육 조건은 
어류의 생리적 스트레스와 세균성 질병 발생 위험을 증가시켜 
성장 저하 및 대량 폐사와 같은 경제적 손실을 유발한다(Lee et 
al., 2023; NIFS, 2024). 이에 따라 항생제를 대체하면서 양식 
어류의 성장 및 면역 능력을 동시에 향상시킬 수 있는 친환경 기
능성 사료첨가제에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.
프로바이오틱스(probiotics)는 적정량 투여 시 숙주의 건강
에 유익한 효과를 제공하는 살아있는 미생물로, 장내 미생물 균

형 유지, 영양소 이용 효율 개선, 면역 반응 활성화 및 질병 저
항성 향상에 기여하는 것으로 보고되어 항생제 대체재로 주목
받고 있다(Kim and Heo, 2019; Kim et al., 2022; Lee et al., 
2024). 특히 Bacillus, Enterococcus 및 Pediococcus 속 미생물
은 protease, amylase 및 lipase와 같은 소화효소를 분비하여 영
양소의 분해 및 흡수 효율 향상에 기여하는 것으로 알려져 있다
(Martínez Cruz et al., 2012; Yuan et al., 2024; Lee et al., 2025; 
Mohammed et al., 2025). 또한 이들은 라이소자임 활성(lyso-
zyme activity), 식세포 활성(phagocytic activity) 및 항단백질
분해효소 활성(anti-protease activity) 등 비특이적 면역반응을 
조절하여 병원체에 대한 초기 방어 능력을 향상시키는 것으로 
알려져 있다(Loh, 2017; Ferraboschi et al., 2021). 

복합 프로바이오틱스 급이가 넙치(Paralichthys olivaceus)의 성장, 면역
반응 및 질병저항성에 미치는 영향
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구체적으로 Bacillus subtilis는 우수한 효소 생산능과 환경 안
정성을 바탕으로 넙치를 포함한 다양한 양식 어종에서 성장 및 
면역 증진 효과가 보고된 바 있다(Cha et al., 2012). 또한 En-
terococcus faecium은 장내 환경 개선 및 면역 조절 기능이 우
수한 프로바이오틱스로 알려져 있으며(Lee et al., 2025; Zhang 
et al., 2025), Pediococcus pentosaceus 역시 항균 활성 및 숙
주 면역 증진 효과를 나타내는 것으로 보고되었다(Dawood et 
al., 2016). 이와 같이 단일 균주를 활용한 프로바이오틱스 연구
는 활발히 수행되어 왔으나, 복합 균주 조합에 따른 생리·면역
학적 반응과 질병저항성 개선 효과에 대한 연구는 여전히 부족
한 실정이다.
따라서 본 연구에서는 B. subtilis, E. faecium 및 P. pentosa-

ceus를 조합한 프로바이오틱스 복합 균주를 넙치에 급이한 후 
성장 지표, 혈액생화학적 지표, 비특이적 면역반응, 면역 관련 
유전자 발현 및 질병저항성 평가를 수행하여 복합 프로바이오
틱스의 급이 효과를 종합적으로 분석하였다.

재료 및 방법

프로바이오틱스 균주의 분리 및 동정

본 실험에 사용된 균주는 넙치의 장 내용물로부터 분리하였
다. 장 내용물을 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)을 
이용하여 연속 희석한 후, tryptic soy agar (TSA), yeast pep-
tone dextrose agar (YPD) 및 de Man, Rogosa and Sharpe agar 
(MRS) 배지에 각각 도말하였다. 이후 배지는 20°C에서 24시간 
동안 배양하였으며, 형성된 콜로니를 반복 계대배양하여 순수
분리하였다. 분리된 균주는 각각 E-TSA-3, YPD-N2 및 MRS-
A4-1로 명명하였다.
균주 동정을 위하여 genomic DNA를 추출한 후 universal 

primer인 27F (5′-AGR GTT YGA TYM TGG CTC AG-3′)와 
1426R (5′-RGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3′)을 이용하여 
16S rRNA 유전자를 증폭하였다. Polymerase chain reaction 
(PCR) 산물의 염기서열은 EzBioCloud database (CJ Biosci-
ence, Inc., Seoul, Korea)를 이용하여 분석하였으며, E-TSA-3
은 B. subtilis, YPD-N2는 E. faecium, MRS-A4-1은 P. pento-
saceus로 각각 동정되었다. 종 동정의 정확성을 높이기 위해 확
보된 전장유전체 서열로부터 16S rRNA, gyrB 및 rpoB 서열을 
추출하였다. 16S rRNA 유전자 염기서열은 NCBI BLASTn을 
이용하여, gyrB 및 rpoB 예측 아미노산 서열은 NCBI BLASTp
를 이용하여 참조 균주와의 서열 유사도를 비교하였다. 이들 균
주는 이전 연구(Lee et al., 2025)에서 내산성 및 내담즙성, 항균 
활성 및 소화효소 생산능을 평가하여 프로바이오틱스 후보 균
주로 선발되었으며, 전장유전체 분석 결과 독성 또는 병원성과 
관련된 biosynthetic gene cluster는 검출되지 않았다. 동정된 균
주는 glycerol stock 형태로 제조하여 -80°C에 보관하면서 실험
에 사용하였다.

실험사료

본 실험에서는 넙치용 시판 배합사료(Daebong LF Co., Ltd., 
Jeju, Korea)를 기본 사료로 사용하였다. 프로바이오틱스 처리
구는 B. subtilis (B), E. faecium (E) 및 P. pentosaceus (P)의 액
체 배양액을 실험구 설계에 따라 혼합하여 제조하였다. 처리구
는 균주 조합에 따라 두 균주 혼합 처리구(B+E, B+P, E+P)와 
세 균주 혼합 처리구(B+E+P)로, 총 4종으로 구성하였다. 각 균
주 배양액은 동일 비율로 혼합한 후 기본 사료에 분무하여 균일
하게 코팅하였으며, 최종 균수는 사료 1 g당 약 6.5×107 CFU
가 되도록 조정하였다. 코팅된 실험사료는 제조 직후 즉시 급이
에 사용하였으며 대조구는 프로바이오틱스를 첨가하지 않은 기
본 사료를 사용하였다.

실험어 및 사육관리

본 실험에 사용된 넙치는 국립수산과학원 육종연구센터로부
터 분양받아 시판 배합사료를 공급하며 2주간 순치시킨 후 사용
하였다. 사육 실험에는 평균 체중 16.98±2.26 g의 실험어를 사
용하였으며, 원형 아크릴 수조(바닥 면적 0.2 m2)에 수조당 35
마리씩 각 실험구에 3반복으로 무작위 배치하였다. 실험 기간 
동안 에어레이션을 실시하여 충분한 용존산소 농도를 유지하
였고, 평균 수온은 21.4±0.4°C였다. 실험사료는 1일 2회(09:00 
및 17:00), 어체중의 3%로 5주간 정량 급이하였다. 공급된 사료
는 모두 섭취되어 잔량이 발생하지 않았으며, 성장시험 기간 동
안 실험 처리와 관련된 폐사는 발생하지 않았다. 본 실험은 국
립수산과학원 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 수행되었다
(2024-NIFS-IACUC-46).

성장지표 분석

2주간의 순치 사육 후 실험어의 초기 체중(initial body weight, 
IBW)을 측정하였으며, 5주간의 사육 실험 종료 후 최종 체중
(final body weight, FBW)을 측정하였다. 사료섭취량(feed in-
take, FI)은 실험 기간 동안 각 수조에 공급된 총 사료량을 기
준으로 산정하였으며, 공급된 사료는 모두 섭취되어 실제 FI는 
공급된 총 사료량과 동일하였다. 측정 결과를 바탕으로 증체량
(body weight gain, BWG), 증체율(weight gain rate, WGR), 일
간성장률(specific growth rate, SGR) 및 사료요구율(feed con-
version ratio, FCR)을 다음 식을 이용하여 산출하였다.

BWG (g)=FBW-IBW
WGR (%)=[(FBW-IBW)/IBW]×100
SGR (%/day)=[ln(FBW)-ln(IBW)]/days×100
FCR=FI/BWG

시료 채취 및 전처리

5주간의 사육 실험 종료 후, 각 수조에서 무작위로 5마리씩(실
험구당 총 15마리)을 선별하여 시료를 채취하였다. 모든 실험어
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는 2-phenoxyethanol 100 ppm (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, 
MO, USA)으로 마취하였으며, 헤파린 처리된 1 mL 주사기를 
이용하여 미부정맥에서 채혈한 후 간 조직을 적출하였다. 채취
한 혈액은 4°C에서 3,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 혈장
을 얻었으며, 분석 전까지 -80°C에 보관하였다. 적출된 간 조직
은 액체질소를 이용하여 즉시 급속동결한 후 RNA 추출 전까지 
-80°C에 보관하였다.

혈액생화학적 분석

혈장 내 glucose (GLU), alkaline phosphatase (ALP), glu-
tamic oxaloacetic transaminase (GOT), glutamic pyruvic 
transaminase (GPT) 및 total protein (TP) 수준은 자동생화학
분석기(FUJI DRI-CHEM NX500; FUJIFILM Corporation, 
Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다.

비특이적 면역반응

식세포 활성은 Müller et al. (1981)의 방법에 따라 분석하였
다. 전혈 50 μL와 nitroblue tetrazolium (NBT) 용액 50 μL를 혼
합하여 실온 암조건에서 30분 동안 반응시킨 후 N,N-dimethyl-
formamide 100 μL를 첨가하여 반응을 종료하였다. 이후 4°C에
서 3,000 rpm으로 10분간 원심분리한 후 상등액 20 μL에 PBS 
180 μL를 혼합하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다.
라이소자임 활성은 Hikima et al. (2001)의 방법을 약간 변
형하여 분석하였다. 동결건조된 Micrococcus lysodeikticus를 
1× PBS에 현탁하여 최종 농도가 0.02%가 되도록 준비하였
다. 0.02% M. lysodeikticus 현탁액 190 μL와 혈장 10 μL를 혼
합하여 실온에서 1분간 반응시킨 후 530 nm에서 1분 간격으로 
20분간 흡광도를 측정하였다. 라이소자임 활성은 분당 흡광도 
0.001 감소를 1 unit으로 계산하였다.
항프로테아제 활성은 Coêlho et al. (2016)의 방법을 약간 변
형하여 분석하였다. 혈장 10 μL와 5 mg/mL trypsin 용액 10 μL
를 혼합하여 실온에서 10분간 반응시킨 후, PBS 100 μL와 2% 
azocasein 100 μL를 혼합한 용액 200 μL를 첨가하여 실온에서 

1시간 동안 반응시켰다. 이후 10% trichloroacetic acid 500 μL
를 첨가하여 반응을 종료하고 6,000 rpm에서 5분간 원심분리
한 후 상등액 100 μL에 1 N NaOH 100 μL를 혼합하여 450 nm
에서 흡광도를 측정하였다.

면역 관련 유전자 발현

실험어의 간 조직에서 RiboEx reagent (GeneAll Biotechnol-
ogy Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 total RNA를 추출한 
후, PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio Inc., Kusatsu, 
Japan)로 cDNA를 합성하였다. 면역 관련 유전자인 c-type ly-
sozyme, CD4 및 CD8의 발현은 quantitative real-time PCR 
(QuantStudio 3; Thermo Fisher Scientific Inc., Foster City, 
CA, USA)을 이용하여 분석하였으며, 이들 유전자는 프로바이
오틱스 급이에 따른 선천면역 및 세포성 면역 반응을 평가하
기 위한 지표로 선정하였다. PCR 반응 조건은 95°C에서 10분
간 초기 변성한 후, 95°C에서 15초, 60°C에서 1분의 과정을 총 
40 cycles 반복하였다. 각 유전자의 상대적 발현량은 β-actin을 
내부 대조군으로 사용하여 2-ΔΔCt 방법(Livak and Schmittgen, 
2001)으로 산출하였으며, 분석에 사용한 primer 정보는 Table 
1에 제시하였다.

공격실험

5주간의 사육 실험 종료 후, 한국생명공학연구원 생물자원
센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC, Daejeon, 
Korea)에서 분양받은 Edwardsiella tarda KCTC 12267T를 공
격균주로 사용하였다. E. tarda는 넙치 양식에서 주요 세균성 질
병인 에드워드병의 원인균으로 알려져 있어 질병저항성 평가
를 위한 공격균주로 선정하였다. 실험어는 각 실험구당 총 90마
리(수조당 30마리씩 3반복)를 배치하였다. E. tarda는 멸균 식
염수를 이용하여 최종 농도가 2.0×106 CFU/mL이 되도록 조
정한 후, 실험어 개체당 100 μL씩 복강 내 주사하여 인위 감염
하였으며, 이후 21일 동안 누적 폐사율을 조사하였다. 모든 수
조는 21.4±1.4°C로 유지하였으며, 에어레이션을 실시하여 충
분한 용존산소 농도를 유지하고 매일 사육수의 50%를 환수하

Table 1. Primer sequences used for quantitative real-time PCR analysis in olive flounder Paralichthys olivaceus

Gene Primer (5′–3′) Accession number

c-type lysozyme
F: CTG TGG GCA GGA AAG ACT TC

AB050589.1
R: GGA AGT GTT GGT GGA GAG G

CD4
F: AGG TGC CAG TGA GGT GGT TTA T

XM_069537653.1
R: GCC GTC CTG TTT ACC AAA ACT C

CD8
F: CGC TGC GCT GCA ATG AT

AB082958.1
R: CAC GCC CCA CCT GTA ACC

β-actin
F: CAT CAG GGA GTG ATG GTG GGT A

AF216646.1
R: ATA CCG TGC TCG ATG GGG TAC T

F, forward primer; R, reverse primer; PCR, polymerase chain reaction.
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였다. 감염어의 이상 행동 및 섭이 활동은 매일 2회 이상 관찰
하였으며, 빈사 상태의 개체와 폐사어는 발견 즉시 제거하였다.

통계분석

모든 실험 결과는 3반복구의 평균±표준편차(mean±SD)로 
나타내었다. 실험구 간 차이를 분석하기 위해 GraphPad Prism 
(version 5.0; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)을 
이용하여 일원배치 분산분석(one-way analysis of variance, 
ANOVA)을 수행하였으며, 유의한 차이가 확인된 경우 Tukey’s 
multiple comparison test를 수행하였다. P<0.05를 통계적으로 
유의한 것으로 판단하였다.

결과 및 고찰

16S rRNA 유전자 분석 결과, E-TSA-3, YPD-N2 및 MRS-
A4-1은 각각 B. subtilis, E. faecium 및 P. pentosaceus로 동정
되었다. 추가적으로 전장유전체에서 확보한 16S rRNA, gyrB 
및 rpoB 서열을 분석하여 PCR 기반 16S rRNA 유전자 분석에 
따른 종 동정 결과를 검증하였으며, 각 유전자의 서열 유사도
는 Table 2에 제시하였다. 균주 동정에 사용한 16S rRNA 유전
자 염기서열과 gyrB 및 rpoB의 예측 아미노산 서열은 Supple-
mentary Data S1에 제시하였다.

5주간 프로바이오틱스를 급이한 넙치의 성장지표 및 사료 이
용 효율 분석 결과는 Table 3과 같다. IBW는 모든 실험구에서 
16.97–16.99 g 범위로 나타났으며, 실험구 간 유의한 차이는 확
인되지 않았다. 사육 종료 후 FBW, BWG, WGR 및 SGR은 실

험구 간 유의한 차이를 나타냈으며(P<0.05), B+E구, E+P구 및 
B+E+P구에서 대조구보다 유의하게 높은 값을 보였다. 반면, 
B+P구에서는 다른 처리구와 유의한 차이가 확인되지 않았다. 
FCR 또한 실험구 간 유의한 차이를 나타냈으며(P<0.05), B+E
구, E+P구 및 B+E+P구에서 대조구보다 유의하게 낮은 값을 
보였다. 반면, B+P구에서는 다른 처리구와 유의한 차이가 확
인되지 않았다. 이전 연구에서는 B. subtilis 및 E. faecium이 
protease, amylase 및 lipase 활성을 나타내는 것으로 보고되었
으며(Lee et al., 2025), 이러한 소화효소 활성은 영양소의 소화 
및 흡수 효율 향상에 기여할 수 있는 것으로 알려져 있다. 따라
서 본 연구에서 일부 복합 프로바이오틱스 처리구의 성장지표
와 사료 이용 효율이 개선된 결과는 프로바이오틱스 급이에 따
른 영양소 이용성 변화와 관련되었을 가능성을 시사한다. 이러
한 결과는 Bacillus spp.를 급이한 기존 연구에서 성장지표와 사
료 이용 효율이 향상되었다는 보고와도 유사하였다(Cha et al., 
2013; Lee et al., 2020). 다만, 본 연구에서는 단일 균주 처리구
를 포함하지 않았으므로 복합 균주의 효과를 개별 균주의 효과
와 직접 비교하거나 균주 간 상호작용을 평가하기에는 한계가 
있다. 따라서 이에 대한 검증은 단일 균주 처리구를 포함한 후속 
연구를 통해 이루어질 필요가 있다.
넙치  혈장의 생화학적 지표 분석 결과는 Table 4와 같다. 

GLU, ALP, GOT, GPT 및 TP는 모든 실험구에서 유의한 차이
를 나타내지 않았다. 이러한 결과는 본 연구에 사용된 복합 프로
바이오틱스 급이가 넙치의 생리적 안정성을 유지하면서 간 기
능이나 단백질 대사에 부정적인 영향을 미치지 않았음을 시사
한다. 이는 Bacillus spp. 급이 후 넙치의 혈액생화학적 지표에

Table 3. Growth performance of olive flounder Paralichthys olivaceus fed diets supplemented with different combinations of probiotics for 
5 weeks

IBW (g) FBW (g) BWG (g) WGR (%) SGR (%/day) FCR
Control 16.99±3.01 46.57±9.84a 29.59±9.84a 174.26±57.93a 2.88±0.65a 1.55±0.77a

B+E 16.98±1.93 50.67±9.34b 33.69±9.34b 198.39±54.98b 3.12±0.54b 1.28±0.44b

B+P 16.97±2.54 49.87±9.07ab 32.89±9.07ab 193.72±53.44ab 3.08±0.55ab 1.34±0.67ab

E+P 16.98±1.68 50.78±9.78b 33.80±9.78b 199.08±57.61b 3.13±0.58b 1.29±0.46b

B+E+P 16.97±2.01 50.60±8.11b 33.62±8.11b 197.97±47.77b 3.12±0.48b 1.25±0.38b

Values are presented as mean±SD (n=3 replicate tanks per group; 35 fish per tank). Different superscript letters within a column indicate sig-
nificant differences among groups as determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test (P<0.05). IBW, initial 
body weight; FBW, final body weight; BWG, body weight gain; WGR, weight gain rate; SGR, specific growth rate; FCR, feed conversion 
ratio; SD, standard deviation; ANOVA, analysis of variance; B, Bacillus subtilis; E, Enterococcus faecium; P, Pediococcus pentosaceus.

Table 2. Molecular identification and species confirmation of probiotic strains based on 16S rRNA, gyrB, and rpoB sequence analyses

Strain Closest reference strain 
(16S rRNA)

Identity
(%)

Closest reference strain 
(gyrB)

Identity
(%)

Closest reference strain 
(rpoB)

Identity
(%)

B. subtilis NIFS B. subtilis 100.00 B. inaquosorum 98.61 B. safensis 95.58
E. faecium NIFS E. faecium 100.00 E. faecium 100.00 E. faecium 100.00
P. pentosaceus NIFS P. pentosaceus 100.00 P. acidilactici 94.60 P. acidilactici 95.42
B., Bacillus; E., Enterococcus; P., Pediococcus; NIFS, National Institute of Fisheries Science.
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서 뚜렷한 이상 변화가 나타나지 않았다는 기존 연구 결과와 유
사하였다(Kim et al., 2022).
넙치의  비특이적 면역반응 분석 결과는 Table 5와 같다. 혈
장 lysozyme 활성은 실험구 간 유의한 차이를 나타냈으며
(P<0.05), B+E+P구에서 가장 높은 활성을 보였다. 반면, 식세
포 활성과 anti-protease 활성은 실험구 간 유의한 차이를 나타
내지 않았다. Lysozyme은 어류의 선천면역계에서 세균의 세포
벽을 분해하여 병원체 제거에 관여하는 대표적인 비특이적 면
역 인자로 알려져 있으며(Magnadóttir, 2006), 프로바이오틱스 
급이에 따른 lysozyme 활성 증가는 다양한 어종에서 보고된 바 
있다(Jang et al., 2013; Kim et al., 2022). 본 연구에서 B+E+P
구의 lysozyme 활성이 유의하게 증가한 결과는 세 균주의 복합 
급이가 혈장 lysozyme 활성 향상에 기여하였을 가능성을 시사
한다. 그러나 식세포 활성과 anti-protease 활성에서는 실험구 
간 유의한 차이가 확인되지 않았으므로, 복합 프로바이오틱스
의 비특이적 면역 조절 효과를 보다 명확히 평가하기 위해서는 

추가 연구가 필요하다.
넙치의  간 조직 내 면역 관련 유전자(c-type lysozyme, CD4, 

CD8)의 상대적 발현량 분석 결과는 Fig. 1과 같다. 분석한 모든 
면역 관련 유전자의 발현량은 실험구 간 유의한 차이를 나타내
지 않았다. 일부 처리구에서 상대적인 발현 변화가 관찰되었으
나, 통계적 유의성이 확인되지 않았으므로 이를 복합 프로바이
오틱스에 의한 면역 조절 효과로 해석하기에는 한계가 있다. 혈
장 lysozyme 활성과 간 조직의 c-type lysozyme 유전자 발현 양
상이 일치하지 않은 것은 유전자 발현과 단백질 활성 사이의 조
절 단계 차이에 기인한 것으로 판단된다. 일반적으로 mRNA 발
현량과 단백질 활성은 전사 후 및 번역 후 조절(post-transcrip-
tional and post-translational regulation), 단백질 안정성 및 분
해 속도 등의 영향을 받으므로 반드시 일치하지 않을 수 있다. 
또한 혈장 lysozyme 활성은 간 이외의 면역 관련 조직과 세포
에서 생성·분비되는 lysozyme의 영향을 함께 반영할 수 있다.

E. tarda 공격 후 누적 폐사율 분석 결과는 Fig. 2와 같다. 모
든 실험구에서 감염 후 시간이 경과함에 따라 누적 폐사율이 
증가하였다. 폐사는 감염 후 5일째부터 관찰되기 시작하였으
며, 프로바이오틱스 급이구에서는 대조구보다 낮은 누적 폐사
율이 관찰되었다. 그러나 감염 후 21일째의 최종 누적 폐사율을 
ANOVA와 Tukey의 다중비교검정으로 분석한 결과, 실험구 간 
유의한 차이는 나타나지 않았다. 또한 본 연구에서는 Kaplan-
Meier 생존분석과 log-rank 검정을 수행하지 않았으며, 폐사 개
체에서 공격균주의 재분리도 실시하지 않았다. 따라서 본 결과
는 프로바이오틱스에 의한 질병저항성 향상을 입증하는 결과라
기보다는 공격 후 누적 폐사율의 변화 양상을 보여주는 결과로 
해석할 필요가 있다. 아울러 급이한 프로바이오틱스 균주의 장
내 정착 여부를 확인하지 않았으므로, 관찰된 폐사율 변화 양상
을 균주의 직접적인 효과로 단정하기에는 한계가 있다.
종합적으로, 일부 복합 프로바이오틱스 처리구에서는 넙치의 
성장지표와 사료 이용 효율이 유의하게 개선되었으며, B+E+P
구에서는 혈장 lysozyme 활성이 유의하게 증가하였다. 또한 E. 
tarda 공격시험에서 프로바이오틱스 급이구의 누적 폐사율이 
대조구보다 낮은 경향을 보였으나, 실험구 간 통계적으로 유의

Table 4. Blood biochemical parameters of olive flounder Paralichthys olivaceus fed diets supplemented with different combinations of 
probiotics for 5 weeks

GLU (mg/dL) ALP (U/L) GOT (U/L) GPT (U/L) TP (g/dL)
Control 74.5±32.9 255.0±101.7 27.3±9.4 13.3±1.9 3.4±0.3
B+E 62.8±32.7 259.3±108.8 26.0±11.3 12.6±3.1 3.4±0.3
B+P 59.5±29.4 219.2±44.9 31.2±10.8 14.1±3.4 3.5±0.2
E+P 47.7±34.5 206.0±40.9 24.6±9.8 11.7±1.6 3.4±0.4
B+E+P 60.7±20.5 211.9±20.9 23.1±7.6 12.9±4.6 3.3±0.3
Values are presented as mean±SD (n=15 fish per group; 5 fish per tank). No significant differences were detected among groups by one-way 
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test (P>0.05). GLU, glucose; ALP, alkaline phosphatase; GOT, glutamic oxaloacetic 
transaminase; GPT, glutamic pyruvic transaminase; TP, total protein; SD, standard deviation; ANOVA, analysis of variance; B, Bacillus 
subtilis; E, Enterococcus faecium; P, Pediococcus pentosaceus.

Table 5. Non-specific immune responses of olive flounder Parali-
chthys olivaceus fed diets supplemented with different combina-
tions of probiotics for 5 weeks

Phagocytic activity 
(OD 550 nm)

Lysozyme 
activity (U/mL)

Anti-protease activity 
(OD 450 nm)

Control 0.054±0.01 4.55±9.53a 0.371±0.15
B+E 0.064±0.02 15.39±9.05ab 0.417±0.17
B+P 0.063±0.01 14.84±13.61ab 0.375±0.18
E+P 0.065±0.01 12.13±12.22a 0.453±0.14
B+E+P 0.058±0.01 26.18±9.80b 0.437±0.14
Values are presented as mean±SD (n=15 fish per group; 5 fish 
per tank). Different superscript letters within a column indicate 
significant differences among groups as determined by one-way 
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test (P<0.05); 
no significant differences were detected in phagocytic activity or 
anti-protease activity (P>0.05). OD, optical density; SD, standard 
deviation; ANOVA, analysis of variance; B, Bacillus subtilis; E, 
Enterococcus faecium; P, Pediococcus pentosaceus.
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한 차이는 확인되지 않았다. 혈액생화학적 지표, 비특이적 면역
지표 및 면역 관련 유전자 발현에서도 실험구 간 유의한 차이는 
나타나지 않았다. 본 연구에서는 단일 균주 처리구를 포함하지 
않았으며, Kaplan-Meier 생존분석, 공격균주의 재분리 및 프로
바이오틱스 균주의 장내 정착성 평가를 수행하지 못한 한계가 
있다. 또한 E. faecium 균주에 대해서는 전장유전체 분석을 수
행하였으나, 용혈성, 항생제 감수성 및 병원성 관련 특성에 대한 
추가적인 안전성 평가는 수행하지 못하였다. 따라서 본 연구 결

과를 프로바이오틱스의 안전성으로 일반화하기에는 한계가 있
으며, 향후에는 단일 균주 처리구를 포함한 비교시험, 장내 미생
물 및 균주 정착성 분석, 적절한 생존분석, 폐사 개체에서의 공
격균주 재분리와 함께 균주 수준의 안전성 평가를 수행하여 복
합 프로바이오틱스의 성장, 면역 및 질병저항성에 대한 효과와 
균주의 안전성을 보다 명확하게 검증할 필요가 있다.
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부   록

Supplementary data legend
Supplementary Data S1. Nucleotide sequences of 16S rRNA genes and amino acid sequences of gyrB and rpoB obtained from the whole-
genome sequences of Bacillus subtilis NIFS, Enterococcus faecium NIFS and Pediococcus pentosaceus NIFS.

Bacillus subtilis NIFS 16S rDNA nucleotide sequence

TCGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTT-
GCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC-
GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCC-
GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA-
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG-
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC-
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT-
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT-
CATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG-
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG-
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCAT-
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT-
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC-
GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG-
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT-
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAG-
GTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC-
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC-
GAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCG-
TATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

Bacillus subtilis NIFS gyrB amino acid sequence

MAMEQQQNSYDENQIQVLEGLEAVRKRPGMYIGSTNSKGLHHLVWEIVDNSIDEALAGYCTDINIQIEKDNSITVVDNGRGIPVGI-
HEKMGRPAVEVIMTVLHAGGKFDGSGYKVSGGLHGVGASVVNALSTELDVTVHRDGKIHRQTYKRGVPVTDLEIIGETDHT-
GTTTHFVPDPEIFSETTEYDYDLLANRVRELAFLTKGVNITIEDKREGQERKNEYHYEGGIKSYVEYLNRSKEVVHEEPIYIEGEK-
DGITVEVALQYNDSYTSNIYSFTNNINTYEGGTHEAGFKTGLTRVINDYARKKGLIKENDPNLSGDDVREGLTAIISIKHPD-
PQFEGQTKTKLGNSEARTITDTLFSTAMETFMLENPDAAKKIVDKGLMAARARMAAKKARELTRRKSALEISNLPGKLADCSSK-
DPSISELYIVEGDSAGGSAKQGRDRHFQAILPLRGKILNVEKARLDKILSNNEVRSMITALGTGIGEDFNLEKARYHKVVIMTDAD-
VDGAHIRTLLLTFFYRYMRQIIENGYVYIAQPPLYKVQQGKRVEYAYNDKELEELLKTLPQTPKPGLQRYKGLGEMNATQLWETTM-
DPSSRTLLQVTLEDAMDADETFEMLMGDKVEPRRNFIEANARYVKNLDI

Bacillus subtilis NIFS rpoB amino acid sequence

MTGQLVQYGRHRQRRSYARISEVLELPNLIEIQTSSYQWFLDEGLREMFQDISPIEDFTGNLSLEFIDYSLGEPKYPVEESKERDV-
TYSAPLRVKVRLINKETGEVKDQDVFMGDFPIMTDTGTFIINGAERVIVSQLVRSPSVYFSGKVDKNGKKGFTATVIPNRGAWLEYET-
DAKDVVYVRIDRTRKLPVTVLLRALGFGSDQEILDLIGENEYLRNTLDKDNTENSDKALLEIYERLRPGEPPTVENAKSLLDSRFFD-
PKRYDLANVGRYKINKKLHIKNRLFNQRLAETLVDPETGEILAEKGQILDRRTLDKVLPYLENGIGFRKLYPNGGVVEDEVTLQSIKI-
FAPTDQEGEQVINVIGNAYIEEEIKNITPADIISSISYFFNLLHGVGDTDDIDHLGNRRLRSVGELLQNQFRIGLSRMERVVRERM-
SIQDTNTITPQQLINIRPVIASIKEFFGSSQLSQFMDQTNPLAELTHKRRLSALGPGGLTRERAGMEVRDVHYSHYGRMCPIET-
PEGPNIGLINSLSSYAKVNRFGFIETPYRRVDPETGKVTGRIDYLTADEEDNYVVAQANARLDDEGAFIDDSIVARFRGENTVVSRN-
RVDYMDVSPKQVVSAATACIPFLENDDSNRALMGANMQRQAVPLMQPEAPFVGTGMEYVSGKDSGAAVICKHPGIVERVEAK-
NVWVRRYEEVDGQKVKGNLDKYSLLKFVRSNQGTCYNQRPIVSVGDEVVKGEILADGPSMELGELALGRNVMVGFMTWDG-
YNYEDAIIMSERLVKDDVYTSIHIEEYESEARDTKLGPEEITRDIPNVGEDALRNLDDRGIIRIGAEVKDGDLLVGKVTPKGVTEL-
TAEERLLHAIFGEKAREVRDTSLRVPHGGGGIIHDVKVFNREDGDELPPGVNQLVRVYIVQKRKISEGDKMAGRHGNKGVISKIL-
PEEDMPYLPDGTPIDIMLNPLGVPSRMNIGQVLELHMGMAARYLGIHIASPVFDGAREEDVWETLEEAGMSRDAKTVLYDGRTGE-
PFDNRVSVGIMYMIKLAHMVDDKLHARSTGPYSLVTQQPLGGKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEILTVKSDDVVGRVK-
TYEAIVKGDNVPEPGVPESFKVLIKELQSLGMDVKILSGDEEEIEMRDLEDEEDAKQADGLALSGDEEPEETASADVERDVVTKE
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Enterococcus faecium NIFS 16S rDNA nucleotide sequence

TATGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGTACGCTTCTTTTTCCACCG-
GAGCTTGCTCCACCGGAAAAAGAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAA-
CACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATG-
GATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATC-
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCT-
GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACT-
GTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT-
GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGT-
CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAG-
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG-
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT-
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT-
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTC-
GGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG-
CAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC-
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGCGAGGCTA-
AGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCG-
GATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTC-
GGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCG-
GAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

Enterococcus faecium NIFS gyrB amino acid sequence

MTEERSLVERAKEYDASQIQVLEGLEAVRKRPGMYIGSTSSEGLHHLVWEIVDNSIDEVLAGFATKIHVIIEKDNSITVID-
DGRGIPVDIQAKTGRPAVETVFTVLHAGGKFGGGGYKVSGGLHGVGSSVVNALSTQLDVKVYKEGNVYYQEYRRGAVVDDLKII-
EQTDRHGTTVHFTPDPEIFTETTEFDFSKLATRIRELAFLNRGMRISIEDKREEEPVINEYHYDGGIKSYVEYLNANKTVIFPEP-
VYLEGEQQDIAVEVSMQYTDGYHSNIMSFANNIHTYEGGTHESGFKTALTRVINDYARKQKLMKENDDNLTGEDVREGLTAVISIKH-
PDPQFEGQTKTKLGNSEVRTVTDRLFSEHFMKFLLENPSVGRQIVEKGLLASRARLAAKRAREVTRRKGALEISNLPGKLADC-
SSNDPEKCELFIVEGDSAGGSAKQGRNREFQAILPIRGKILNVEKASMDKILANEEIRSLFTAMGTGFGEDFDVSKARYHKLVIMT-
DADVDGAHIRTLLLTLFYRYMRPIVEAGYVYIAQPPLYGVKQGKNITYVQPGKNAEEELKQVVASLPASPKPSVQRYKGLGEMD-
DHQLWETTMDPSNRMMARVSVDDAIAADQIFEMLMGDRVEPRRAFIEENAHYVKNLDI

Enterococcus faecium NIFS rpoB amino acid sequence

MAGHVVKYGKHRERRSFARISEVLELPNLIEIQTDSYQWFLDEGLREMFEDILPIDDFNGNLSLEFVDYELKEPKYTVAEAR-
AHDANYSAPLHVTLRLTNRETGEIKAQEVFFGDFPLMTEQGTFIINGAERVIVSQLVRSPGVYFHGKVDKNGKEGFGST-
VIPNRGAWLEMETDAKDISYVRIDRTRKIPLTVLVRALGFGSDDTIFEIFGDSETLRNTVEKDLHKNASDSRTEEGLKDVYERLRP-
GEPKTADSSRNLLNARFFDPKRYDLANVGRYKVNKKLDLKTRLLNLTLAETLVDPETGEIIVEKGTVLTHQVMETLAPFIDNGLNS-
VTYYPSEDGVVTDPMTVQVIKVFSPRDPEREVNVIGNGYPEAAVKTVRPADIIASMSYFLNLMEGIGNVDDIDHLGNRRIRSVGEL-
LQNQFRIGLARMERVVRERMSIQDTETLTPQQLINIRPVVASIKEFFGSSQLSQFMDQTNPLGELTHKRRLSALGPGGLTRDRA-
GYEVRDVHYSHYGRMCPIETPEGPNIGLINSLSSYAKVNKFGFIETPYRRVDRETGRVTDQIDYLTADIEDHYIVAQANSPLNEDGT-
FAQDVVMARAQSENLEVSIDKVDYMDVSPKQVVAVATACIPFLENDDSNRALMGANMQRQAVPLINPQAPWVGTGMEYKSAHDS-
GAALLCKHDGVVEYVDASEIRVRRDNGALDKYDVTKFRRSNSGTSYNQRPIVHLGEKVEKGDTLADGPSMEQGEMALGQNVLVG-
FMTWEGYNYEDAIIMSRRLVKDDVYTSIHIEEYESEARDTKLGPEEITREIPNVGEDALKDLDEMGIIRIGAEVQDGDLLVGKVTPK-
GVTELSAEERLLHAIFGEKAREVRDTSLRVPHGGGGIVHDVKIFTREAGDELSPGVNMLVRVYIVQKRKIHEGDKMAGRHGNKGV-
VSRIMPEEDMPFLPDGTPIDIMLNPLGVPSRMNIGQVLELHLGMAARQLGIHVATPVFDGASDEDVWETVREAGMASDAKTVLY-
DGRTGEPFDGRVSVGVMYMIKLAHMVDDKLHARSIGPYSLVTQQPLGGKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEILTYKSDDV-
VGRVKTYEAIVKGEPIPKPGVPESFRVLVKELQSLGLDMRVLDIEETEIELRDMDDEDDDLITVDALTKFAEQQTAKELEKKAAEQVE-
DERDDVIQNFETAEDLD
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Pediococcus pentosaceus NIFS 16S rDNA nucleotide sequence

ATGAGAGTTTGATCTTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGAT-
TATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAG-
TAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTAT-
CACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGA-
GGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC-
GCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGG-
TAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG-
GTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAAC-
CGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG-
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG-
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAAC-
GCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG-
CATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCTTC-
GGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG-
CAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAC-
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGT-
TAAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCG-
GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGC-
CGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAG-
GAGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTT

Pediococcus pentosaceus NIFS gyrB amino acid sequence

MADEKETKAELAREYDASQIQVLEGLEAVRKRPGMYIGSTSSQGLHHLVWEIIDNGIDEALAGFADKIDVIVEKDNSITVTDN-
GRGIPVDIQKKTGKPALETVFTVLHAGGKFGGGGYKVSGGLHGVGASVVNALSTELDARVMKDGKIYYIDFALGKVKTPMKTIG-
DTEHPDDHGTIVHFVPDPDIFQETTTYDINILKTRIRELAFLNKGLRITLKDMRPEKPTEDDFLYEGGIRHYVEYLNEGKEVIFPEPI-
YVEGVTKGITVEVAMQYIEGYQSKLLTFTNNIHTYEGGTHEEGFKRALTRVINDYAKNNNILKENDDKLSGDDVREGLTAVVSVKH-
PDPQFEGQTKTKLGNSDARTAVNEVFAETFNKFLLENPKVARQIVDKGILAAKARVAAKRAREVTRKKSGLELNNLPGKLADNTSK-
DPSISELFIVEGDSAGGSAKSGRSRLTQAILPIRGKILNVEKATLDRVLANEEIRSLFTALGTGFGEDFDVSKANYHKLIIMTDAD-
VDGAHIRTLLLTLFYRYMRPMIDAGFVYIAQPPLYQVRQGKMIQYIDSDEELETVLGQLSPSPKPVIQRYKGLGEMDAEQLWETTMN-
PENRRLLRVSAEDADAASGDFEMLMGDKVEPRRKFIEENAVFVKNLDI

Pediococcus pentosaceus NIFS rpoB amino acid sequence

MAGHLVKYGKHRTRRSYARIKEVLDLPNLIEIQSDSYQWFLDEGLREMFNDIMPIEDFAGKLSLEFVDYQLLEPKYTVDEAREHEA-
NYSAPLHVTLRLTNHETGEIKSQDVFFGDFPLMTEQGTFIINGAERVIVSQLVRSPGVYYNLDTDKNNRKIWGTTVIPNRGAWLEYET-
DAKEISYVRIDRTRKIPMTELVRALGFGSDEEIIDIFGGSDSLDFTLDKDVHKNPEDSRVAESLKDIYERLRPGEPKTADSSRSLL-
TARFFDPKRYDMAPVGRYKVNKKLSLKTRLLGQTLAETLADPDTGEVIAQKGEMVNKDVMKKLAVFLDRPDFKMVTYQPSEE-
AVVTEPMTIQVIKVQDPNDPERTLNMIGNGNIDAKLKHITPADIIASMNYFFLLQDGIGSTDDIDHLGNRRIRSVGELLQNQFRIGL-
SRMERVVRERMSIQDAETVTPQQLINIRPVVAATKEFFGSSQLSQFMDQTNPLGELSHKRRLSALGPGGLTRDRAGYEVRD-
VHYTHYGRMCPIETPEGPNIGLINNLASYGKINRYGFIETPYRRVSWEDHKVTDRIDYLTADEEDQFVIAQANSPLNDDGSFADDV-
VMARHESDNIETSIENVDYMDVSPKQVVAVATACIPFLENDDSNRALMGANMQRQAVPLVDPHSPLIGTGIEYKAAHDSGVALL-
CQHAGVVEYVDAREVRVRRDDGALDTYKLMKFRRSNGGKNYNQRPIVRVNDKVDADEVLADGPSMEQGELALGQNPLIAFMT-
WQGYNFEDAIAINERLVRDDVYTSIHIEEYESEARDTKLGPEEMTREIPNIGEDALRNLDQDGIVRVGAEVEDGDILVGKVTPKGV-
TELSAEERLLHAIFGEKAREVRDTSLRVPHGGGGIVQDVKIFTRENGDELSPGVNMMVRVYIAQKRKLQVGDKMAGRHGNKGT-
VSVVIPQEDMPYMPDGTPIDIMLSPMGVPSRMNIGQVLELHLGMAARNLGIHMTTPVFDGAQDKDIWEAVAEAGMDSDAKSVLY-
DGRTGEPFEQRVAVGVMHYMKLAHMVDDKIHARSIGPYSLVTQQPLGGKAQFGGQRFGEMEVWALEAYGAAYTLQEILTYKSDDV-
VGRVKTYEAIVKGEPIPRPGVPESFRVLVKELQALGLDMKVLGGDDQEVELRDMDEEDDDVVNVDALSKYAEKQNEKTNASAEE-
AKAPSTESAPVETKNNQN


