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최근 우리 나라 해산어 양식장에서 Vibrio har-

veyi감염증이 발생하여 양식 넙치와 조피볼락에

피해를 입히는 것으로 보고되었다 (Won et al.,

2006). 이 연구에서 감염된 어류는 복부팽만, 장

충혈, 장액삼출 및 간출혈, 심한 경우에는 탈장

증세도 보 으며, 특히 여름철 고수온기에 집중

적으로 출현하 다.

V. harveyi는 생물 발광인 bioluminescence를

나타내는 것과 세균의 활발한 편모 운동에 의해

집락이 한천 배지의 표면을 넓게 덮는 현상인

swarming 운동과 같은 독특한 미생물학적 성상

을 가지고 있다. Bioluminescence는 주로 새우류

유래의 균주 혹은 V. harveyi type에서 알려져 있

는 특징으로 심하게 감염된 새우에서는 체표 발

광을 관찰할 수 있을 정도로 생물 발광능이 매

우 강하다 (Karunasagar et al., 1994; Liu et al.,

1996). Swarming 운동을 하는 Vibrio 속 세균에는

V. harveyi 이외에도 V. parahaemolyticus와 V. al-

ginolyticus 등이 알려져 있으나, swarming 운동

에 관한 연구는 부분 V. parahaemolyticus와 V.

alginolyticus에 집중되어 있으며 (Ultizur and

Kessel, 1975), V. harveyi에 해서는 그다지 연구

된 바가 없다. 한편 이와는 달리 swarming 운동

을 하지 않는 V. harveyi에 관한 연구 결과도 보
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고되고 있어서 (Abraham and Manley, 1995;

Saeed, 1995), 적어도 V. harveyi는 균주에 따라

swarming 운동성에 차이가 있을 것으로 예상된

다. V. harveyi의 물리적인 환경에 한 적응능을

보면, 염분 농도는 0.5~8%, 온도 범위는 40℃

미만에서 성장할 수 있다 (Ortigosa et al., 1994).

이와 같이 V. harveyi의 여러 가지 세균학적 특성

에 관한 연구가 지속되고 있으나 부분 실험

조건이 다르고 단편적인 연구에 그치고 있어서

체계적인 V. harveyi의 특성이 밝혀져 있지 않다.

본 연구에서는 Won (2006)이 우리 나라에서

처음으로 분리한 V. harveyi를 상으로 하여 이

세균의 luminescence, swarming 운동, SDS-PAGE

특성을 비롯하여 염분 농도 및 배양 온도에 따

른 발육 조건을 조사하여 미생물학적 특성을 파

악하고자 하 다.

재료및방법

시험균주

본 시험에 사용된 분리 균주와 참조 균주는

Table 1에 나타내었다. 모든 분리 균주는 우리

나라 양식 해산어에서 분리한 것으로, 이전 연

구에서 생화학적∙유전적 동정 결과 V. harveyi

로 확인되었다 (Won et al., 2006)

V. harveyi의성장조건

염염분분 농농도도 및및 시시간간별별 발발육육 시시험험

참조 균주, ATCC 35084를 상으로 염분 농

도에 따른 발육 특성을 조사하 다. 1% peptone

이 든 alkali-peptone water 기초 배지에 NaCl을

0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9%가 되도록 첨가한 시험

배지 10 ㎖씩 준비하고, 1.5% NaCl이 첨가된

TSA (Tryptic soy agar, Difco)에서 27℃로 24 시

간 배양한 후 멸균 생리 식염수로 0.8 (OD600)이

되게 조정된 각각의 시험 균주를 0.1 mL씩 접

종하 다. 결과는 0, 12, 24, 48, 72, 96 시간째에

600 nm에서 흡광도를 측정하여 나타내었다.

배배양양 온온도도별별 발발육육 시시험험

4�40℃범위에서 배양 온도에 따른 발육 특

성을 조사하 다. 3% NaCl이 첨가된 alkali-pep-

tone water에 염분 농도별 발육 시험과 동일한

방법으로 각각의 시험균을 접종하여, 72시간 후,

배양 정도를 육안적인 혼탁도로 관찰하여 -, +,

++, +++로 나타내었다.

Swarming 운동

V. harveyi의 swarming 운동성을 측정하기 위

하여, 먼저 NaCl의 최종 농도가0.5, 0.75, 1, 1.25,

2, 3, 5, 7%가 되도록 조정된 TSA에 각각의 균주

원경미ㆍ최정현ㆍ김이청ㆍ박수일

Table 1. Present isolates and reference strains used in this study

Strains Origin of bacteria

FT1 Kidney of turbot* Gyeongsang Province, 1999 

FF8 Ascitic fluid of olive flounder** Gyeongsang Province, 1999

FF10 Kidney of olive flounder Busan, 1999

FR1 Kidney of black rockfish*** Gyeongsang Province, 1999

FR2 Kidney of black rockfish Busan, 1999

ATCC
Kidney of brown shark

Grimes et al., 1984

35084 Vibrio carchariae type strain

ATCC
Dead, luminescing amphipod

Baumann et al., 1980

14126 Vibrio harveyi type strain

Present isolated

strains 

(n = 5)

Reference

strains

(n = 2)

*Turbot, Scophthalmus masimus **Olive flounder, Paralichthys olivaceus
***Black rockfish, Sebastes schlegeli. 
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를 획선 도말 배양하여 27℃에서 24시간 배양

하 다. 결과의 판정은 세균의 집락이 배지에

퍼지는 정도에 따라 +, ++, +++ 등으로 표시하

다. 또한 broth 배지에서의 swimming 운동과

plate 배지에서의 swarming 운동의 편모를 비

교∙관찰하기 위하여, 각각의 균주를 1.5% NaCl

첨가 TSB 배지와 1.5% NaCl 첨가 TSA 배지에

배양한 후, 아래의 방법으로 Gram염색, 편모 염

색 및 투과형 전자현미경의 negative 염색으로

관찰하 다.

형태학적관찰

Gram염색은 Clark (1981)의 방법에 따라 시행

하 다.

편모 염색은 Leifson (1960)의 방법을 사용하

다. 즉, 1.5% NaCl이 첨가된 TSB 배지에 균을

접종하고 27℃, 2 시간 배양 후, 10%중성 forma-

lin으로 고정한 다음 3,000 rpm, 10 분간의 원심

분리로 상등액을 제거하여 pellet을 얻었다. 이를

생리 식염수로 2 회 세척한 후 현탁하여 슬라이

드 라스에 도말한 다음 자연 건조시키고 편모

염색액 (0.9% pararosaline acetate salt and 0.3%

pararosaline chloride to ethanol; 3% tannic acid to

water; 1.5% NaCl to water = 1 : 1 : 1)을 떨어뜨려

20 분간 염색한 후 검경하 다.

전자현미경적 관찰을 위해, 시험 균주를 1.5%

NaCl이 첨가된 TSB에 27℃, 2 시간 배양한 후

3,000 rpm, 5 분간 원심 분리하여 상징액을 제

거하고 얻은 pellet을 2.5% glutaraldehyde로 고정

하여 집균하 다 (3,000 rpm, 5 분). 균 현탁액 10

㎕ 위에 grid를 얹어 grid 표면에 균체를 부착시

킨 후 건조시키고, 4% uranyl acetate에 1 분간

negative stain하여 투과형 전자현미경 (JEM

1200-Ⅱ, JEOL)으로 관찰하 다.

Luminescence 시험

1.5% NaCl이 첨가된 TSB에 27℃, 24시간 배

양된 시험균 현탁액을 TSB에 2배 희석한 후 96

well plate에 200 ㎕씩 넣고 접종하지 않은 TSB

를 blank로 하여 Lumi-counter (Pharmacia)로 발

광량을 측정하 다.

SDS-PAGE

V. harveyi 균주의 단백질 pattern을 분석하기

위하여, 각각의 준비된 시료로 SDS-PAGE를 실

시하 다 (Laemmli, 1970). 1.5% NaCl이 첨가된

TSB에서 배양된 각각의 균체를 멸균식염수로

세척∙원심 분리한 pellet을 150 ㎕의 sample ly-

sis buffer (0.12 M Tris-HCl, 4% SDS, 20% glyc-

erol, 5 mM 2-mercaptoethanol)에 현탁하여 100℃

에 7 분간 가열하 다. 여기에 동량의 멸균 증류

수를 첨가한 다음, 다시 100℃에 5 분간 가열하

여 변성시키고, 10% SDS-polyacrylamide gel에

200 ㎕씩 loading한 후25 mA로 3 시간 동안 전

기 동하 다. 전개가 완료된 gel은 Coomassie

brilliant blue R-250으로 염색하고 탈색하여 band

를 확인하 다.

결 과

V. harveyi의성장조건

염염분분 농농도도 및및 배배양양 시시간간

염분 농도를 0~9%로 조절한 alkali-peptone

water에 V. harveyi ATCC35084를 배양한 결과를

Fig. 1에 나타내었다. 72 시간의 배양 시험 결과,

Microbiological characteristics of the Vibrio harveyi

Fig. 1. The effects of NaCl concentration in the alkali-pep-
tone water on the growth of the Vibrio harveyi ATCC
35084 at 27℃.
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염분 농도 0%, 8% 및 9% 시험구에서는 세균이

자라지 않았으나 그 외에 모든 염분 농도에서는

자랐으며, 염분 농도 3% 시험구에서 가장 높은

성장률을 나타났다. 배양 시간에 따른 세균의 증

식률은 48 시간까지 지속적으로 증가하다가 72

시간째에 급격히 증가한 후, 96 시간째에는 완만

히 증가하거나 비슷한 상태로 유지되었다.

배배양양온온도도

V. harveyi의 성장에 배양 온도가 미치는 향

을 조사해 본 결과 성장에 최적인 온도는 30℃

로 나타났으며, 15~37℃ 범위 내에서 성장이 가

능한 것으로 나타났다 (Table 2).

Swarming 운동

V. harveyi의 특징적인 성상인 swarming 운동

에 염분 농도가 미치는 향을 조사한 결과를

Table 3과 Fig. 2에 나타내었다. 0.5%와 7% NaCl

농도에서는 swarming을 하지 않는 집락을 형성

하 으며, 2% NaCl이 첨가되었을 때에 가장 활

발한 swarming 운동을 나타내었다.

Swarming운동이 일어나는 동안, 세균의 형태

학적 변화를 관찰하기 위하여, swarming운동이

일어나지 않는 broth 배지에서 배양한 세균과

swarming 운동이 일어나는 agar 배지에서 배양

한 세균을 각각 취하여, Gram stain과 Flagella

stain으로써 관찰하 으며 (Fig. 3), negative stain

한 시험균을 TEM으로 관찰하 다 (Fig. 4).

Gram 염색의 경우, agar 배지에서 배양하 을

때 균체가 길어지는 현상을 볼 수 있었으며

(Fig. 3b), 편모 염색에서는 길어진 균체 뿐 아니

라, 편모의 수가 증가한 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 3d and e). TEM 관찰에서는 길어진 균체에

다수의 편모가 형성된 것을 알 수 있으며 (Fig.

4b), swarming 할 때 생성된 이들 lateral flagella

(측편모)가 다른 세균과 켜있는 경우도 종종

관찰되었다 (Fig. 4c). 또한 swimming운동에 관

원경미ㆍ최정현ㆍ김이청ㆍ박수일

Fig. 2. The swarming activity of the Vibrio harveyi, FF8 on
various NaCl concentrations on the TSA medium at 27℃

Table 2. The effects of temperature in the 3% NaCl added alkali-peptone water on the growth of the Vibrio harveyi

Temperature
Isolates Reference strains

(℃)
FF 8 FF 10 FR 1 FR 2 FT 1 ATCC ATCC

35084 14126

4 - - - - - - -

10 - - - - - - -

15 + + + + + + +

27 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

30 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

37 + + + + + + +

40 - - - - - - -
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Concentration
Swarming activity on agar medium

of NaCl (%) FF 8 FF 10 FR 1 FR 2 FT 1 ATCC ATCC
35084 14126

0.5 - - - - - - -

0.75 - + - + - - -

1.0 + +++ + +++ - + -

1.25 +++ +++ +++ +++ + + +

1.5 +++ +++ +++ +++ + + +++

2.0 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

3.0 + + + + + + +

5.0 + + - + - - ++

7.0 - - - - - - -

Table 3. The swarming activity of the Vibrio harveyi on various NaCl concentrations in the TSA at 27℃

+, ++, +++, swarming activity; -, growth without swarming.

Fig. 3. Morphological change of the Vibrio harveyi, FF 8 in the broth (a and c) and on the agar plate (b, d and e). (a) and (b),
gram stained, ×400; (c), (d) and (e), flagella stained, ×1,000. 

(c) (d) (e)

(b)(a)
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여하는 polar flagella (극편모)에 비해 swarming

운동시에 관찰되는 측편모는 보다 가늘고 짧으

며, sheat (수초)로 둘러싸여 있지 않는 것으로

관찰되었다 (Fig. 4d).

Luminescence 

배양된 분리 균주와 참조 균주를 Lumi-count

(Pharmacia)로 측정한 결과, ATCC 14126 균주

가 20,000 cpm 이상의 높은 발광능을 보인 반

면, 나머지 균주들은 200~300 cpm 정도로서

균을 접종하지 않은 TSB 배지와 유사한 값을

나타내어 luminescence 음성으로 판정하 다.

원경미ㆍ최정현ㆍ김이청ㆍ박수일

Fig. 4. Negative stain of the Vibrio harveyi, FF 8 in the broth (a) and on the agar plate (b, c and d): a, c, and d, ×20,000; b,
×10,000.

(a)

(c) (d)

(b)
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SDS-PAGE

Fig. 5에 5 개의 분리 균주와 2개의 참조 균주

가 가지는 균체 단백질을 poly-acrylamide gel 상

에 전기 동하여 확인한 결과를 나타내었다. 시

험 균주들의 기본적인 protein pattern은 유사하

으나, 36~50 kDa 사이의 bands에서는 다소 차이

를 보 다. TCBS 배지에서의 배양특성으로 볼

때, 넙치 유래의 TCBS 배지에서 green colony가

형성된 균주 FF 10은 조피볼락 유래의 TCBS

배지에서 green colony가 형성된 균주 FR 2와

완전히 일치하 다. 그리고 터봇 유래의 TCBS

배지에서 yellow colony가 형성된 균주 FT 1은

조피볼락 유래의 TCBS 배지에서 yellow colony

가 형성된 균주 FR 1과 동일한 protein pattern을

보 다. 그러나, 넙치 유래의 TCBS 배지에서

yellow colony가 형성된 균주인 FF 8는50 kDa

부근에 있는B1 band의 분자량이 더 큰 것으로

나타났다. Yellow colony가 형성된 균주와 green

colony가 형성된 균주 사이에는 B1 band의 크기

가 약간 다르며, FR 1과 FT 1은 B2 band가 없는

것으로 나타났다. 이에 비해 참조 균주의 protein

은 5 개의 시험 균주와 기본적인 protein pattern

이 유사하지만 완전히 일치하지는 않는 것으로

나타났다.

고 찰

최근 우리 나라의 해산 양식 어류에서 Vibrio

harveyi에 감염된 사례가 확인되었으며, 이들

감염증에서 V. harveyi를 분리∙동정하여 병원성

을 조사한 연구가 보고되었다 (Won et al., 2006).

이 연구에 따르면, 우리 나라에서 분리된 V. har-

veyi는 Pedersen et al. (1998)이 V. carchariae를 V.

harveyi의 junior synonym으로 규정하기 전의 V.

carchariae type과 동일하다고 하 다. 이 세균

은 1990년 이후 능성어류, Epinephelus

coioides (Leong and Wong, 1993; Yii et al., 1997),

넙치류, Paralichthys dentatus (Soffientino et al.,

1999) 등의 다양한 종에서 량 폐사를 유발하

는 것으로 알려지고 있다. 이 세균의 지리적 분

포 또한 매우 넓어 미국, 이탈리아, 스페인 및

동남아시아 전역에 걸쳐 발병 사례가 늘고 있으

며, 특히 최근에는 우리 나라와 가까운 만과

중국의 양식 해산어와 일본의 양식 전복, Halio-

tis tuberculata에서도 량 폐사가 보고되고 있

다 (Liu et al., 2003; Nishimori et al., 1998). 따라

서 우리 나라에서 분리된 V. harveyi에 한 전반

적인 검토가 필요한 실정으로, 본 연구에서는

이 세균에 한 가장 기본적인 정보를 얻을 수

있는 미생물학적 특성을 조사하고자 하 다.

Ortigosa et al. (1994)에 의하면, V. harveyi는 다

른 Vibrio sp.와 같이 광염성으로 0.5 ~ 7%에서

성장 가능하며, 균주에 따라 8%에서도 성장이

가능하다고 한다. 이는 본 연구에서도 동일하게

나타났는데, 모든 시험 균주가 7% 염분 농도에

서는 잘 성장하 으나 8%에서는 성장이 지연되

어 96 시간째에 이르러서야 확인되었다. V. har-

veyi와 미생물학적 성상이 매우 비슷한 V. algi-

nolyticus는 보다 광염성이어서 12% 염분농도까

지 자랄 수 있는 것으로 알려져 있다 (Ortigosa

et al., 1994). 배양 온도에 관한 시험 결과, 모든

시험 균주는 37℃에서 성장하 으나 40℃에서

는 성장하지 못하여 이전의 연구 (Lee and Yii,

1996; Ortigosa et al., 1994)와 일치하 다. 따라서
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B1
↖

B2

Green colony M   FF8   FF10  FR1 FR2 FT1 VC VH     M     Yellow colony

86 -

45 -
36 -
29 -
24 -

20 -
14 -

Fig. 5. Electrophoretic protein patterns of the Vibrio harveyi
whole cells. FF 8 ~ FT 1, isolates; VC, reference strain
ATCC 35084; VH, reference strain ATCC 14126; M, pro-
tein molecular marker. Arrow indicates different protein
band.
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V. harveyi는 42℃까지 성장 가능한 V. alginolyti-

cus보다 성장 가능 온도 범위가 좁은 것으로 나

타났다.

Swarming 운동은 한천 배지의 표면 혹은 점액

성 물질의 표면을 따라 균체의 집락이 넓게 퍼

지는 현상으로 이러한 특성을 지닌 세균으로는

Proteus 속과 Vibrio 속 중에는 V. alginolyticus와

V. parahaemolyticus가 가장 잘 알려져 있다.

Swarming 운동을 하는 세균은 성장하는 동안

만들어낸 사 산물에 의해 세포 분열이 억제되

어 elongated cells이 되는데, Vibrio 속 세균의 경

우 polar flagella와 구조적으로 다른 lateral flagel-

la가 다수 생성된다 (McCarter, 2004; Ulitzur and

Kessel, 1975). Henrichsen (1972)은 swarming 운

동을 하는 Vibrio 속은 세포당 최소 10~20 개 정

도의 lateral flagella가 생성된다고 하 으며, 형

태적으로는 polar flagellum이 sheath로 둘러싸인

직경 24~30 nm인 반면, lateral flagella는 직경

14~15 nm의 unsheathed이며 (Baumann and Bau-

mann, 1977; Follett and Gordeon, 1968), 균체의

길이는 colony center에 위치한 균체보다 spread-

ing zone의 것이 2~6배 더 길다 (Belas and Col-

well, 1982). 이러한 연구 결과는 주로 V. algi-

nolyticus와 V. parahaemolyticus에서 밝혀진 현상

이지만 본 연구의 V. harveyi에서도 유사한 결과

를 확인할 수 있었다. 본 연구에서는 broth 또는

agar에서 배양한 균주를 flagella stain하여 길어

진 균체와 증가한 편모 수를 확인하 으며, neg-

ative stain을 실시하여 TEM으로 보다 상세히 관

찰하 다. 특히 TEM 관찰에서는 Belas and Col-

well (1982)의 보고에서와 같이 lateral flagella가

다른 균체와 곧은 형태로 연결되어 있는 것을

확인하여 다른 swarming bacteria와 함께 세포

간 comunication에 관여할 가능성을 확인하 다.

더욱이 Kirov (2003)는 lateral flagella가 운동 기

관으로서의 역할 뿐만 아니라 병원성에 관여하

는 adhesion, surface colonization, biofilm 형성과

invasion에도 관여하며, 나아가 virulence factor인

type Ⅲ secretion pathway와도 접한 관계가 있

는 것으로 보고하 다. 본 연구 결과에서도 다

수의 lateral flagella가 서로 다른 균체와 연결되

어 엉겨 있는 것으로 보아, 이러한 기능이 병원

성과 관련이 될 것으로 추정된다.

V. harveyi의 luminescence는 세균이 고 도로

증식했을 때, autoinducer라 불리는 extracellular

signalling molecules이 증가하게 되고, 이를 신호

로 발광 유전자인 Lux가 발현되어 나타나는 현

상이다 (Nealson and Hastings, 1979). 이 현상은

질병 발생과 무관하게 quorum sensing이라 불리

는 세포간의 의사 소통 기구로서 주목 받기 시

작하여 많은 연구가 이루어져 있다. 그라나

Fuqua et al. (1996)은 luminescence가 V. fischeri의

virulence, antibiotic synthesis, conjugation 및 운동

성에 관여한다고 하 고, Song and Lee (1993)은

non-luminous V. harveyi는 새우에 질병을 일으키

지 않는다고 주장하여, 향후 luminescence와 병

원성과의 관계에 관한 고찰이 필요할 것으로 생

각된다. 본 연구에서는 참조 균주로 사용한 병

든 갑각류에서 분리된 ATCC 14126 균주를 제

외한 모든 시험 균주에서 luminescence가 없는

것으로 나타나났으며, 이는 발광능을 측정한 흡

광도 시험과 luciferase gene 검출을 위한 PCR법

에서 확인되었다 (data not shown). 따라서 V.

carchariae type의 병원성에 큰 향을 미치지는

않는 것으로 생각된다.

Pizzutto and Hirst (1995)는 새우, Penaeus mon-

odon larvae 유래의 V. harveyi의 protein patterns

를 연구하고 이들이 모두 52 kDa의 major pro-

tein을 뚜렷하게 형성하며 Group Ⅰ은 42 kDa,

Group Ⅱ는 40 kDa에서 band를 형성하고 기타

group은 이 부근에 band를 형성하지 않는 것을

밝혔다. 본 연구에서 모든 시험 균주는 50 kDa

부근에서 뚜렷한 major protein을 나타냈으나 균

주에 따라서 분자량의 차이를 보 으며, 2개의

참조 균주의 major protein은 FR 1 및 FT 1과 동

일한 분자량을 나타내었다. 또한 FR 1과 FT 1을

제외한 모든 시험 균주에서 나타난 40 kDa 근

처의 band는 Pizzutto and Hirst (1995)의 연구에
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서 밝힌 40과 42 kDa band와 일치하는 것으로

생각되며, FR 1과 FT 1은 그의 연구에서 Group

Ⅰ과 Group Ⅱ 어느 쪽에도 속하지 않는 기타

group에 해당할 것으로 판단된다. Pizzuto and

Hirst (1995)는 17개의 시험 균주 중 2개의 독력

균주가 모두 Group Ⅰ에 속해, virulence와 pro-

tein pattern과의 연관성을 무시할 수는 없다고

밝히고 있어, 향후 우리 나라에서 분리된 V. har-

veyi의 SDS-PAGE pattern과 병원성과의 상관관

계에 관한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

요 약

본 연구에서는 우리 나라에서 분리된 Vibrio

harveyi의 미생물학적 특성을 조사하여 V. har-

veyi 연구의 기초적인 정보를 제공하고자 하

다. V. harveyi는 염분 농도 3%, 배양 온도 30℃

에서 가장 잘 증식하 다. Swarming 운동은

1.5% NaCl 첨가 TSA에서 가장 활발하 으며,

swarming운동시 균체는 길어지며, 짧고 곧은 다

수의 lateral flagella가 생성된 것을 확인하 다.

우리나라에서 분리된 V. harveyi는 luminometer

로 직접 검출하는 방법과 luciferase gene을 검출

하는 방법 모두에서 음성으로 나타나, 발광능이

없는 것으로 조사되었다. V. harveyi의 균체 단백

질은 50 kDa 부근의 major protein을 가지며, 균

주에 따라 40 kDa 근처의 상이한 band pattern을

보 다.
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