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Vibrio harveyi, one of the major causal agent of vibriosis, affects a diverse range of marine vertebrates
and invertebrates over a wide geographical area. The organism is synonymous with Vibrio carchariae,
which is also known as a fish pathogen. The aims of this study were to investigate the characteristics of the
pathogenic non-luminous V. harveyi and the luminous V. harveyi. And V. harveyi isolates were examined
the pathogenicity to the black rockfish, Sebastes schlegeli. Both strains of V. harveyi showed haemolytic
activity, and the survival rate of non-luminous V. harveyi FR 2 was higher than other strains in the skin, gut
mucus and fresh serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus and black rockfish, Sebastes schlegeli,
respectively. The virulence of non-luminous V. harveyi FR 2 was higher than that of luminous V. harveyi
VIB 391 in the intraperitoneally infected black rockfish. In conclusion, the present study revealed that the
pathogenicity of V. harveyi FR 2 isolated from marine fish was higher than that of V. harveyi VIB 391 iso-
lated from shrimp for black rockfish. It was suggested that the pathogenicity of V. harveyi on the black
rockfish was related with bacterial luminescense.
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Vibrio harveyi는 1980년대부터 새우 양식장이

밀집해 있는 인도네시아 (Sunaryanto et al.,

1986), 필리핀 (Lavilla-Pitogo et al., 1990) 및 대만

(Liu et al., 1996) 등에서 새우류의 대량 폐사를

야기하는 병원성 세균으로 잘 알려져 있다

(Karunasagar et al., 1994; Pizzutto and Hirst, 1995;

Robertson et al., 1998; Vandenberghe et al., 1998).

특히, larvae와 post-larvae에 감염되면 폐사율이

100 %에 달하며 이들은 luminescence 양성 세균

으로 중감염된 새우는 형광을 나타내는 특징이

있어 luminous vibriosis로 잘 알려져 있다

(Sunaryanto et al., 1986; Lavilla-Pitogo et al., 1990;

Vandenberghe et al., 1998). 그러나, 1990년대 후

반에 들어서면서 새우류 뿐 아니라 여러 해수

어류에도 감염된다는 보고가 늘고 있어

(Kraxberger-Beatty et al., 1990; Ishimaru and

Muroga, 1997; Alvarez et al., 1998), 다양한 어종

에서 대량 폐사를 유발하는 것으로 보인다. 한편

여러 해수 어류에 감염되는 V. harveyi는 새우에

서 질병을 일으키는 luminescence 양성 세균이
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아니라 luminescence 음성 세균인 Vibrio car-

chariae인 것으로 보고되었지만 (Soffientino et

al., 1999; Liu et al., 2003), Pedersen 등 (1998)이

V. carchariae를 V. harveyi의 junior synonym으로

규정함에 따라 두 종이 V. harveyi라는 단일종으

로 통합되었다.

Non-luminous V. harveyi의 다양한 해수 어류에

대한 병원성은 ECPs의 활성, 용혈능, 세포 독성

및 인위 감염 시험 등을 통해 입증되었으며

(Colwell and Grimes, 1984; Grimes et al., 1984;

Kraxberger-Beatty et al., 1990; Ishimaru and Muro-

ga, 1997; Soffientino et al., 1999; Zhang and

Austin, 2000; Lee et al., 2002), 이 밖에도 bacte-

riophage와 세균 표면 소수성 등이 병원성 인자

로 보고되었다 (Ruangpan et al., 1999; Munro et

al., 2003; Soto-Rodriguez et al., 2003). 또한 lumi-

nous V. harveyi의 새우류 및 무척추 동물에 대한

병원성 연구로 ECPs의 활성, 세포 독성, LPS 및

인위 감염 시험 등이 보고되었다 (Liu et al.,

1996; Liu et al., 1997; Liu et al., 1999). 그러나 lu-

minous V. harveyi의 해수 어류에 대한 병원성 연

구는 아직 미흡한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 해수 어류에 대한 lumi-

nescence와 병원성의 관계를 알아보고자 non-lu-

minous V. harveyi와 luminous V. harveyi 분리 균

주의 조피볼락, Sebastes schlegeli에 대한 병원성

을 인위감염실험을 통하여 조사, LD50 값으로 나

타내었으며, 조피볼락과 넙치의 적혈구에서 생

균의 haemolytic activity와 체표 점액 및 장 점

액, 혈청 내에서의 생존능을 병원성 인자로서 측

정하였다. 

재료및방법

시험균주

Won 등 (2006)에 의해 조피볼락에서 분리된

non-luminous V. harveyi 분리 균주 FR 2와 Zhang

and Austin (2000)에 의해 새우에서 분리된 lumi-

nou V. harveyi VIB 391 균주를 영국 Herriot-Watt

University에서 분양받아 사용하였다. 또한 시험

용 참조 균주는 KCCM (Korean Culture Center of

Microorganisms)에서 분양 받은 ATCC 35084와

ATCC 14126을 사용하였다. 시험에 사용한 모든

균주는 1.5% NaCl 첨가 Tryptic soy agar (TSA,

Difco)와 Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose

Agar (TCBS, Merch)에 도말한 후, 27℃, 24 시간

배양하여 swarming activity 및 luminescence 유무

를 확인하였다 (Table 1).
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Table 1. Bacterial strains used in this study

Strains Origin of bacteria  Remarks

FR2 Busan, Korea

(non-luminous)
Kidney of black rockfish 

1999 Isolated strains

VIB 391 Thailand, (n=2)

(luminous)
Unnamed shrimp species 

1990

ATCC Grimes et al., 1984 

35084 Kidney of brown shark V. carchariae 

(non-luminous) type strain Reference strains

ATCC Baumann et al., 1980 (n=2)

14126 Dead, luminescing amphipod V. harveyi

(luminous) type strain
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시험어

Haemolytic activity와 어체 내 생존능 실험에

사용한 조피볼락, Sebastes schlegeli (평균 전장

23 ± 0.5 cm)는 부산 기장 소재의 양식장에서

분양받았으며, 넙치, Paralichthys olivaceus (평균

전장 25 ± 0.5 cm)는 경북 울진 소재의 양식장

에서 분양받아 사용하였다. 

인위 감염 시험에 사용한 조피볼락 (평균 어

체중 15 ± 0.5 g)은 경남 거제 소재의 양식장과

경남 통영 소재의 양식장에서 분양받아 부경대

학교 수산과학연구소 수조실의 2 톤 사육 수조

에서 수온 23~24℃로 2 주일간 반유수식으로 순

치시킨 후 사용하였다.

Haemolytic activity

시험 균주의 haemolytic activity는 Zhang and

Austin (2000)의 방법을 변형하여 실험하였다.

즉, 5%의 조피볼락 및 넙치의 적혈구가 첨가된

Columbia blood agar (Difco)를 각각 제작하여 직

경 4 mm wells을 만든 후 여기에 1×106 cfu/㎖

농도로 조정된 각각의 시험 균액을 100 ㎕씩 주

입하였다. 접종한 배지는 27℃, 72 시간 동안 배

양하고, well 주위의 clear zone이 형성되는 처음

시간과 크기를 측정하였다.

어체내생존능

어어류류 체체표표 점점액액 내내에에서서의의 생생존존능능

시험균이 어류 점액을 유일한 영양원으로 성

장할 수 있는지를 조사하기 위해 조피볼락과 넙

치의 체표 점액을 이용하여 Kim 등 (2006)의 방

법으로 시험하였다. 점액은 체표의 수분을 paper

towel로 가볍게 흡수시킨 후 채취하여 이 시료

에 2 배의 0.1 M PBS (pH 7.2)를 첨가한 다음 점

액을 균질화하였다. 그 후, 원심 분리 (4℃,

10,000 × g, 20 min)하여 상징액을 분리하고 0.2

㎛ pore size의 syringe filter (Corning Inc.)로 여과

한 것을 점액 시료로 사용하였다. 각 시험 균주

를 1.5% NaCl 첨가 Trypic soy broth (TSB, Difco)

에 27℃, 24 시간 배양한 후 원심 분리하여 집균

하고 0.1 M PBS (pH 7.2)로 3 회 세척한 다음 1

×106 cfu/㎖가 되도록 PBS로 조정하여 시험 균

액을 만들었다. 이 시험 균액과 어류 점액을 1 :

4로 혼합하여 점액 시험의 시험균 농도가 2×

105 cfu/㎖이 되도록 하였다. 이 혼합액을 25℃에

배양하면서, 0, 1, 3, 6 및 12 시간이 경과할 때마

다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법

에 따라 생균수를 측정하였다. 본 실험은 3 반복

으로 수행하였다.

어어류류 장장 점점액액 내내에에서서의의 생생존존능능

시험균이 어류 점액을 유일한 영양원으로 성

장할 수 있는지를 알고자 조피볼락과 넙치의

장을 절취한 후, 장 내용물을 제거하고 장 점액

을 채취하여 어류 체표 점액에서의 생존능 시험

과 동일한 방법으로 실시하였다.

어어류류 혈혈청청 내내에에서서의의 생생존존능능

시험 균주의 조피볼락과 넙치 혈청에 대한 생

존능 시험은 Leong 등 (1994)의 방법으로 행하

였다. 혈청은 조피볼락과 넙치에서 혈액을 채취

하여 30 분 동안 실온 보관하고 2 시간 동안 냉

장 보관하였다. 이 후 원심 분리 (4℃, 6000 ×

rpm, 10 min)하여 상징액을 분리하여 준비하였

다. 그리고 1.5% NaCl 첨가 TSB에 27℃, 24 시간

배양한 각각의 균주를 원심 분리하여 집균하고

PBS (pH 7.2)로 3 회 세척하여 1×106 cfu/㎖가

되도록 PBS로 조정한 균액을 어류 혈청과 1 : 1

로 혼합한 다음 혈청 시험의 농도가 5×105 cfu/

㎖이 되도록 하였다. 이 혼합액을 25℃에 배양하

면서, 0, 1, 3, 6 및 12 시간이 경과할 때마다 단계

희석하여 Miles and Misra (1938)의 방법에 따라

생균수를 측정하였다. 본 실험은 3 반복으로 수

행하였다.

조피볼락에대한 V. harveyi의인위감염실험

시험 균주의 조피볼락에 대한 병원성을 조사

하기 위하여 시험구 3 group과 대조구는 각 10

마리씩 수용하여 3반복 시험하였다. 시험 균주

조피볼락에 대한 Vibrio harveyi의 병원성



를 1.5% NaCl 첨가 TSA에 27℃, 24 시간 배양하

고 각 균주를 멸균 생리 식염수에 106~108 cfu/㎖

의 농도 범위로 조정한 다음 희석하여 조피볼락

에 0.1 ㎖씩 복강 주사하였으며, 대조구는 멸균

생리 식염수를 0.1 ㎖씩 복강 주사하였다. 수온

은 24 ± 0.5℃로 유지하였으며, 7 일간의 폐사율

을 기록한 후 Profit 법 (醫科學硏究所學友會,

1976)에 따라 LD50을 구하였다. 폐사어는 폐사

즉시 해부하고 신장과 비장 조직을 무균적으로

절취하여 TCBS 배지에 도말한 후 V. harveyi를

재분리하였다. 

결 과

Haemolytic activity

V. harveyi의 조피볼락과 넙치 적혈구에 대한

haemolytic activity를 분석한 결과, 조피볼락 적

혈구 첨가 배지에서의 시험은 분리 균주 VIB

391과 참조 균주 ATCC 14126의 clear zone을 형

성하는 initial time이 가장 빨랐으나 72 시간째에

분리 균주 VIB 391을 제외하고는 clear zone의

크기 차이가 뚜렷하지 않았다 (Table 2). 넙치 적

혈구 첨가 배지에서의 시험은 참조 균주 ATCC

35084의 claer zone을 형성하는 initial time이 가

장 빨랐으며 72 시간째에도 clear zone의 크기가

가장 크게 나타났다. 또한 분리 균주 VIB 391의

clear zone 크기가 모든 배지에서 가장 작았으며

72 시간째에는 모든 시험배지에서 β용혈을 나

타내었다 (Table 2).

어체내생존능

어어류류 체체표표 점점액액 내내에에서서의의 생생존존능능

V. harveyi의 조피볼락과 넙치 체표 점액에서

의 생존능을 조사한 결과, 두 시험은 비슷한 결

과를 나타내었다. 두 참조 균주 (ATCC 35084와

ATCC 14126)가 시험 기간 내내 사멸되거나 생
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Table 2. Haemolytic activity of Vibrio harveyi after incubation of 1×105 cfu/㎖ on the blood agar prepared with 5% RBCs
of black rockfish, Sebastes schlegeli (A) and olive flounder, Paralichthys olivaceus (B) for 72 h

(A)

strains
Time (Hours)

12 25 26 36 48 72

FR 2 - - +w + ++ ++++

VIB 391 - +w +w + ++ +++*

ATCC 35084 - - +w + ++ ++++

ATCC 14126 - +w +w + ++ ++++

(B)

strains
Time (Hours)

12 17 18 20 21 24 48 72

FR 2 - - - +w +w + ++ +++

VIB 391 - - - - +w + ++ +++*

ATCC 35084 - +w +w + + + ++ ++++

ATCC 14126 - - +w + + + ++ +++

(-) no clear zone; (+w) diameter of zone of clearing or opalescence of ≤10 mm; (+) diameter of zone of clearing or opales-
cence of ≤20 mm; (++) diameter of zone of clearing or opalescence of ≤30 mm; (+++) diameter of zone of clearing or
opalescence of ≤40 mm; (++++) diameter of zone of clearing or opalescence of ≥40 mm; (*) βhaemolysis.



존을 유지하는 반면, 분리 균주 FR 2와 VIB 391

은 3 시간째까지 생존 후 12 시간째까지 급격히

증식할 수 있는 것으로 나타났다. 특히, 분리 균

주 FR 2 균주의 증식율이 가장 높은 것으로 나

타났다 (Fig. 1).

어어류류 장장 점점액액 내내에에서서의의 생생존존능능

V. harveyi의 조피볼락과 넙치의 체표 장 점액

에서의 생존능을 조사한 결과, 분리 균주 FR 2

와 참조 균주 ATCC 35084는 조피볼락 장 점액

내에서 3 시간째까지 생존을 유지하다가 3 시간

이후부터 증식을 하였으며, 분리 균주 VIB 391

과 참조 균주 ATCC 14126은 3 시간째까지 사멸

되다가 3 시간째부터 증식하였으며 6 시간째 이

후에는 생존을 유지하였다 (Fig. 2). 넙치 장 점

액 내에서 분리 균주 FR 2와 참조 균주 ATCC

35084는 3 시간째까지 생존을 유지하다가 3 시

간 이후부터 증식을 하였으며, 분리 균주 VIB

391과 참조 균주 ATCC 14126은 3 시간째까지

사멸되다가 3 시간째부터 증식하였다. 특히, 분리

균주 FR 2의 조피볼락 장 점액 내 증식이 가장

활발한 것으로 나타났다 (Fig. 2). 

어어류류 혈혈청청 내내에에서서의의 생생존존능능

V. harveyi의 조피볼락과 넙치의 혈청 내에서

생존능을 조사한 결과, 조피볼락 혈청 내에서

103조피볼락에 대한 Vibrio harveyi의 병원성

Fig. 1. Survival of the isolates and the reference strains in the fish skin mucus. (a) Black rockfish, Sebastes schlegeli; 
(b) Olive flounder, Paralichthys olivaceus. 

Fig. 2. Survival of the isolates and the reference strains in the fish intestinal mucus. (a) Black rockfish, Sebastes schlegeli; 
(b) Olive flounder, Paralichthys olivaceus. 
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분리 균주 FR 2만이 증식하였고 분리 균주 VIB

391은 성장이 강하게 억제되었다. 또한 참조 균

주 ATCC 35084는 3 시간째까지 다소 증식하다

가 3 시간 이후 억제되었으며 참조 균주 ATCC

14126은 3 시간째까지 억제되다가 3 시간 이후

증식하였다 (Fig. 3). 넙치 혈청 내에서는 분리

균주 FR 2가 강한 증식을 나타내었으며 분리 균

주 VIB 391은 약하게 억제되었다. 또한 참조 균

주 ATCC 35084와 ATCC 14126은 조피볼락 혈

청 내에서의 생존능과 비슷한 결과를 나타내었

다 (Fig. 3).

조피볼락에대한 V. harveyi의인위감염실험

V. harveyi를 조피볼락에 복강 주사한 결과, 분

리 균주 FR 2의 LD50 값이 4.5×106 cfu/fish로 높

은 병원성을 보였으며 분리 균주 VIB 391의

LD50 값이 4.7×109 cfu/fish로 매우 낮은 병원성

을 나타내었다. 또한 참조 균주 ATCC 35084는 1

×108 cfu/fish, ATCC 14126은 1×1010 cfu/fish을

나타내었다 (Table 3).

고 찰

V. harveyi는 새우류 뿐 아니라 다양한 해수 어

종에서 발병 보고되고 있으며 이에 대한 V. har-

veyi의 병원성 기작으로는 extracellular products

(ECPs) (Zhang and Austin, 2000), bacteriophage

(Munro et al., 2003) , siderophore (Owens et al.,

1996) 및 세균 표면의 소수성 등이 알려져 있다

(Ruangpan et al., 1999; Soto-Rodriguez et al.,

2003). 또한 non-luminous V. harveyi가 다양한 해

수 어류에 병원성을 나타낸다는 것은 많은 연구

에서 입증되었으나 (Colwell and Grimes, 1984;

Grimes et al., 1984; Kraxberger-Beatty et al., 1990;

Ishimaru and Muroga, 1997; Soffientino et al.,

1999; Lee et al., 2002; Zorrilla et al., 2003), lumi-

nous V. harveyi의 해수 어류에 대한 병원성 연구

는 미흡한 실정이다. 

Zhang and Austin (2000)은 V. harveyi E18 균주
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Fig. 3. Survival of the isolates and the reference strains in the fish fresh serum. (a) Black rockfish, Sebastes schlegeli; (b)
Olive flounder, Paralichthys olivaceus. 

Table 3. The lethal dose (LD50) of Vibrio harveyi in the intraperitoneally injected black rockfish, Sebastes schlegeli for 7 days

FR 2 VIB 391 ATCC 35084 ATCC 14126

LD50

(cfu/fish)
4.5×106 4.7×109 1×108 1×1010
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와 M3G3 균주가 sheep 과 rabbit 등의 적혈구에

대한 haemolytic activity가 가장 높았으나 trout과

salmon에 대한 폐사율이 나타나지 않았고 V.

harveyi VIB 661 균주는 haemolytic activity가 가

장 낮았음에도 불구하고 trout과 salmon에 대한

폐사율이 60% 이상임을 보고하였다. 또한 Garcia

Moreno 등 (1998)은 Vibrio vulnificus의

haemolytic activity는 병원성과 관계없음을 보고

하였다. 본 연구에서도 시험 균주나 시험 어종에

따라서 용혈능이 다양하게 나타났으며 공격 실

험에서 독성이 강하게 나타난 분리 균주 FR 2와

독성이 약한 균주 간의 용혈능에 뚜렷한 차이

가 없었으므로 V. harveyi의 병원성 기작에

haemolytic activity가 미치는 영향은 그다지 크

지 않을 것으로 생각된다.

Smith 등 (1988)에 의하면 병원체가 숙주 조직

에서 생존하고 증식할 수 있는 능력이 병원성과

매우 높은 상관성을 보인다고 하였다. 본 연구

결과, V. harveyi가 점액에서 증식할 수 있었으며,

어류의 혈청 내에서도 증식하였다. 조피볼락과

넙치의 체표와 장 점액에서의 증식능은 분리 균

주 FR 2가 가장 강한 증식을 나타내었다. 어류

혈청에서 생존할 수 있는 능력은 병원성 세균과

비병원성 세균을 구별할 수 있는 중요한 지표

가 되며, Leung 등 (1994)에 의하면 비병원성

Aeromonas hydrophila가 틸라피아의 혈청에서

기하 급수적으로 감소하는 반면에 병원성의 A.

hydrophila는 지속적으로 생존한다고 하였다. 이

러한 특성은 rainbow trout에 cold water disease를

유발하는 Flavobacterium psychrophilum에서도

동일하게 나타났다 (Wiklund and Dalsgaard,

2002). 시험 균주 V. harveyi의 어류 혈청 내 생존

능은 분리 균주 FR 2가 가장 높은 증식능을 나

타내었다. 또한 분리 균주 VIB 391은 조피볼락

혈청에서 증식이 매우 강하게 억제되었으나 넙

치 혈청에서는 매우 약하게 억제되었다. 이러한

결과, 분리 균주 VIB 391이 두 어종의 점액과 혈

청에서 증식능이 억제됨으로써 어류에 대해 독

성이 낮은 병원균일 것으로 예상된다. 

조피볼락에 시험 균주 V. harveyi를 인위 감염

시켜 병원성을 확인한 결과, luminous V. harveyi

분리 균주 FR 2의 LD50 값은 4.5×106 cfu/fish로

병원성이 강하게 나타났으나, non-luminous V.

harveyi 분리 균주 VIB 391은 LD50 값이 4.7×109

cfu/fish, 참조 균주 ATCC 14126은 LD50 값이 1

×1010 cfu/fish로 매우 낮은 독성을 나타내었다.

이러한 본 연구의 결과는 Zhang and Austin

(2000)이 trout과 salmon에 다양한 non-luminous

V. harveyi 분리 균주와 luminous V. harveyi 분리

균주를 인위 감염 시켰을 때와 일치한다. Non-

luminous V. harveyi 분리 균주에 대한 폐사율은

한 균주를 제외 하고는 trout에서 60% 이상,

salmon에서는 20% 이상을 나타내어 대부분의

균주가 병원성을 나타내었으며 luminous V. har-

veyi 분리 균주에 대한 폐사율은 0과 20%로 병

원성이 약하게 나타났다. 

이들 결과로 미루어 볼 때, 조피볼락에서는

non-luminous V. harveyi 분리 균주 FR 2가 강한

병원성을 나타내었으며 luminous V. harveyi 분리

균주 VIB 391은 매우 약한 병원성을 나타내어

luminescence의 유무에 따라 해수 어종에 대한

병원성의 차이가 있을 것으로 생각된다. 

또한 본 논문에서는 각각 하나의 균주로 실험

을 하였으나 luminescence의 유무에 따른 해수

어종에 대한 병원성 차이를 명확히 규명하기 위

해서는 다양한 non-luminous 와 luminous V. har-

veyi 분리 균주를 사용하여 해수 어류에 대한 병

원성 연구가 필요할 것으로 사료된다.

요 약

본 연구는 Vibrio harveyi의 luminescence 유무

와 해수 어류에 대한 병원성의 관계를 알아보고

자 non-luminous V. harveyi 와 luminous V. harveyi

분리 균주로 조피볼락에 대한 병원성 시험을 시

행하였다. 시험 균주 V. harveyi 모두 haemolytic

activity를 나타내었으며, 어체 내 생존능은 non-

luminous V. harveyi 분리 균주 FR 2가 강한 생존

조피볼락에 대한 Vibrio harveyi의 병원성



능을 나타내었다. 또한 조피볼락에 인위 감염시,

non-luminous V. harveyi 분리 균주 FR 2가 강한

병원성을 나타내었으며 luminous V. harveyi 분리

균주 VIB 391은 낮은 병원성을 나타내었다. 결

론적으로 조피볼락에서는 non-luminous V. har-

veyi 분리 균주 FR 2가 강한 병원성을 나타내었

으며 luminous V. harveyi 분리 균주 VIB 391은

매우 약한 병원성을 나타내어 luminescence의

유무에 따라 해수 어종에 대한 병원성의 차이가

있을 것으로 생각된다.
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