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유전자지문분석법(T-RFLP)을 이용한 하천 미생물의 다양성 평가
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Abstract
To analyze the riverine microbial community structure, genetic fingerprints and ecological indexes such as species 
abundances, diversity, evenness, dominance of targeted rivers in Gyeonggi Province were acquired and evaluated using 
terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) technique. Genetic fingerprinting technique such as T-RFLP, 
which is able to show the microbial community clearly unlike traditional culture-dependent techniques, was thought to be 
useful to analyse the riverine microbial ecosystem under various factors. Riverine ecosystem evaluation using visible 
organisms would give biased results with time, targeted organism and researcher. But, T-RFLP, which can exclude the 
subjected biases such as culture condition and identification, would be an option to understand natural ecosystem by including 
the microorganisms that defy culture but perform important functions. 
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1. 서 론1)

우리나라의 경우 하천오염 지표는 유기물질, 영양염류 등

의 이화학적, 어류, 저서성 대형무척추동물, 부착조류 등의 

생물학적 지표가 많이 이용되고 있다. 생물학적 지표는 과

거 상당기간 동안 생태계가 외부로부터 영향을 받은 결과

를 나타내 주는 것이므로 건강성을 나타내는데 유용한 것

으로 인식되고 있다. 최근 들어 분자생물학의 급속한 발달

에 힘입어 여러 가지 기법이 자연 생태계의 미생물 군집 

분석에도 적용되고 있다. 현재 담수 생태계에서 현미경을 

통해 관찰되는 미생물의 0.1~10% 정도만을 배양을 통해 

확인할 수 있다는 사실이 하천 생태계 분석에 분자생물학

적 기법 적용의 유용함을 보여준다(Head et al., 1998). 하
천에 대한 분자 생태학적 연구는 주로 모든 미생물이 공통

적으로 갖고 있는 16S rDNA를 이용하는 것으로 미생물을 

직접 배양하지 않고 군집구조의 특성을 밝히는 연구로, 외
국의 경우, 해양(Moeseneder et al., 1999), 심해저의 열수 

분출구(Hydrothermal vent)의 고온 환경(Mehta et al., 
2003), 유기물이 거의 없는 분화구 호수(Page et al., 2004), 
남극의 빙하(Murray et al., 1998), 낮은 pH와 같은 특이적

인 환경에 처해있는 하천에 대한 연구(Gonzales-Toris et 
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al., 2003), 하천수 중에 자유 유영(Free-living)과 부유물질

에 부착되어 있는 세균의 비교(Crump et al., 1999) 및 오

염된 하천의 생물막에 대한 연구(Brummer et al., 2000)와 

같이 극한 환경을 포함한 거의 모든 자연환경에 대해 활발

하게 이뤄지고 있다. 이러한 연구를 통해서 지금까지 배양

을 통해서는 확인할 수 없었던 수많은 종류의 미생물이 확

인되어 미생물의 다양성은 상상했던 것보다 훨씬 크다는 

사실이 밝혀지고 있다(Hugenholtz et al., 1998). 
하천과 같은 물 환경에서 미생물 군집구조를 결정하는 

주요 인자로는 기질 및 영양염류(질소․인)의 획득 유무, 
수온, 포식자 및 해당 미생물을 숙주로 하는 바이러스의 

존재 유무 등이다. 따라서 배양을 통하지 않은 분자생물학

적 기법을 이용하여 하천의 생태계를 분석하면 해당 하천

이 처해있는 특정한 환경 요인에 따라 독특한 미생물 군집 

구조와 다양성을 가질 것으로 기대된다.
본 연구에서는 분자생물학적 유전자지문 분석법 중 풍부

한 데이터베이스를 갖고 특정한 미생물 종(Species)이나 군

(Group)을 하나의 피크로 표현하는 T-RFLP기법을 이용하

여 1) 분자생물학적인 방법에 의해 하천 생태계의 미생물 

종 다양성과 유사성에 대해 평가하고, 2) 하천의 이화학적 

및 오염 상황에 따른 분자 생물학적 지표의 적용 가능성을 

파악하고자 하였다.

2. 연구방법
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2.1. 대상시료

대상은 경기도내 경안천을 포함한 12개 주요 하천 26개 

지점의 하천수이며 역사적인 수질 변화를 참고하기 위해 

환경부 하천수질측정망 운영 지점 중 경기도보건환경연구

원에서 담당하는 지점을 주로 선정하였다(Fig. 1).
대상 중 팔당호, 북한강, 남한강, 가평천(하류), 조종천(하

류)은 비교적 오염이 덜한 하천으로 각 1개 지점을 선정하

였고, 나머지에 대해서는 비교를 위해 상･중･하류의 3개 

지점에서 채수하였다. 시료는 2004년 7월, 10월로 총 2회 

채취하여 계절적인 변화도 파악하고자 하였다. 현장에서 수

온, pH, 전기전도도 및 용존산소를 측정하고, 2 L 무균 플

라스틱 용기에 4°C 이하로 유지한 상태로 실험실까지 운반

하였다.

Fig. 1. Map of targeted rivers and locations, abbreviations 
in parentheses will be used in following figures.

2.2. 분석방법

2.2.1. DNA 추출

미생물을 농축하기 위해 Somerville 등(1989)이 제시한 

방법을 참고하여 정량 펌프와 원통형 여지(Sterivex-GP, 
Millipore)를 이용하여 가능한 양(300~1700 mL)을 여과하

였다. 음성대조군으로 증류수 약 2 L 정도를 똑같은 방법

과 절차로 여과하고 약 1.0 mL CLS-TC 버퍼(Qbiogene, 
Carlshed, CA.)를 가한 후 배출구에는 마개를 씌우고 주입

구에는 5 mL 멸균 주사기를 끼워서 -20°C이하로 실험시까

지 보관하였다. 원통여지를 해동 후 초음파를 이용하여 필

터에서 미생물을 떼어낸 후 미생물이 포함된 버퍼를 주사

기로 뽑아내었고, Fast DNA kit(Qbiogene, Carlshed, CA.)
를 이용하여 DNA를 추출하였다.

2.2.2. PCR

미생물 군집구조를 파악하기 위해 16S rRNA 유전자의 

Universal Primer인 형광물질(FAM)로 표지된 27FB-FAM 
(AGRGTTYGATYMTGGCTCAG)과 1492R(GGYTACCTTG 

TTACGACTT)을 이용하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응

을 위해 AccuPower PCR Premix(Bioneer)를 사용하였고, 
PCR 반응마다, 앞서 언급된 음성대조용 시료도 똑같은 방

식으로 실험을 실시하였다. PCR 조건은 Initial Denatura-
tion(94°C에서 3분)과 Denaturation(94°C에서 30초), Anneal-
ing(55°C에서 1분), Extension(72°C에서 2분)을 35 cycle 반
응 후, Final Extension(72°C에서 6분)이었다. 최종적으로 

전기영동을 통해 약 1500 bp의 PCR 산물을 100 bp DNA 
ladder(Bioneer)와 비교하여 확인하였다.

2.2.3. T-RFLP

T-RFLP을 위해 Qaiquick spin kit(Qiagen, Valencia, CA.)
로 정제한 10 μL PCR 산물을 제한효소인 HaeⅢ를 이용하

여 37°C에서 8~15 시간 동안 반응시켰다. 반응 후 방해 물

질인 염을 제거하기 위해 Nucleotide removal kit(Qiagen, 
Valencia CA.)를 이용해 정제하고 약 50 ng을 취해 건조하

여 한국해양연구원에 의뢰하였다. 말단제한단편(TRF)의 길

이는 ABI 3100 DNA sequencer(Applied Biosystem, Foster 
city, CA.)를 이용하여 결정되었고, GenScan Analysis Pro-
gram(Ver. 3.7, Applied Biosystem, Foster city, CA.)을 통

해 T-RFLP 자료를 얻었다.

2.2.4. 하천 미생물 다양성 지수

T-RFLP에서 피크로 표현되는 분류학적 단위(Operational 
Taxonomic Unit, OTU)는 군집구조를 나타내는 풍부도

(Richness), 다양성(Shannon index), 균등도(Evenness)등으로 

표현될 수 있다. 하천 미생물의 종 다양성을 표현하기 위

해 7월 시료 분석결과를 이용해 시료별로 TRF의 수와 피

크의 높이를 이용하여 각 지수를 계산하였다. T-RFLP 데
이터를 사용하여 지수를 계산한 경우, 면적 혹은 높이를 

이용하느냐에 대한 논의가 있으나(Blackwood et al., 2003) 
두 방법을 비교한 결과 차이는 없었다.
서로 다른 미생물도 비슷한 크기의 TRF를 갖는 경우가 

있기 때문에 특정한 크기의 TRF는 특정한 미생물 종을 나

타내는 것이 아니라 하나의 OTU를 나타낸다고 가정하였

다. 따라서 특정 TRF의 상대적인 면적은 각 OTU의 풍부

도를 나타내는 지표로 사용하였다.
Dunbar 등(2001)이 이용한 방법에 따라 각 시료의 T- 

RFLP의 총 피크 면적을 계산한 후 면적이 매우 적은 피크

를 제외하기 위해 전체 면적에 대한 각 피크의 상대 면적

(%)을 구하였다. 시료마다 DNA양의 차이가 있기 때문에 

이러한 표준화과정이 필요하다. 분석에서 전체 면적에서 차

지하는 비율이 0.5% 미만이거나 높이가 상대형광단위(Rela-
tive Fluorescence Units) 75미만인 피크는 제외되었다. 생태

계 다양성 지수는 단순히 종의 수를 의미하는 풍부도와는 

달리 서로 다른 종 사이의 상대적인 풍부도를 고려하여 다

양성을 수학적으로 표시하는 방법이다. T-RFLP에서 특정

한 TRF는 하나의 생물종이나 군으로 피크가 차지하는 면

적 비율은 그 종의 상대적인 풍부도로 표현되며 아래의 식

을 이용하여 다양성, 균등도, 우점도 지수를 구하였다.
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 ′   ×   (1)

H' : 다양성 지수(Shannon Index)
Pi : 특정피크의 면적 혹은 높이/전체 피크의 합

 ′
 ′

 (2)

J' : 균등도 지수

H' : 다양성 지수

S : 전체 피크의 수

  (3)

C : 우점도 지수 

Pi : 특정피크의 면적 혹은 높이/전체 피크의 합

3. 결과 및 고찰

3.1. T-RFLP에 의한 하천군집 구조

Fig. 2, 3은 경기도내 10개 하천 26개 지점에 대한 7월과 

10월 두 차례의 T-RFLP 분석결과이다. 강우기인 7월의 경

우, 강우 수일 후에 채수하였음에도 불구하고 10월의 결과

와는 뚜렷이 구별되는 패턴을 보여준다. 오염도의 경우 몇 

지점을 제외하고는 7월의 경우가 대체적으로 높았다.

Fig. 2. T-RFLP profiles of selected sites for July. (a) Paldang 
Lake, (b) Gapyeong River, (c) Gyeongan River3, (d) 
Anyang River2, (e) Jinwi River1, (f) Hwangguji 
River3, (g) Cheongmi River1, (h) Cheongmi River3, 
(i) Bokha River3, (j) Anseong River3.

7월의 경우, 40~400 bp 범위에 수많은 종류의 TRF가 존

재하여 400 bp 이후에는 그 종류가 줄어들지만 비교적 많

은 미생물 종이 하천 미생물 생태계를 구성하고 있는 것을 

알 수 있다. 이것은 계절적인 영향을 반영하는 것으로 장

마철에 하천 저질에 존재하는 미생물이 유속의 증가로 인

해 부상하였거나 주변으로부터 비점오염원이 많이 유입되

기 때문에 평상시 하천에 존재하는 미생물과 더불어 하천 

저질 및 주변 토양으로부터 기원한 미생물이 많이 검출된 

것으로 보인다. 
10월의 미생물 군집구조는 7월과는 확연히 구별된다. 하

천에서 검출되는 미생물 종수가 많이 줄어들어 적은 수의 

미생물 종이 하천 미생물 생태계에서 우점하고 있는 것을 

Fig. 3에서 볼 수 있다. 진위천 2, 3, 황구지천 1, 2, 3, 청
미천 1, 2, 3, 복하천 1, 2, 3, 안성천 3 지점의 경우는 7월
과 어느 정도 유사한 패턴을 보이나 비교적 오염 수준이 

낮은 팔당호, 북한강, 가평천, 조종천, 남한강, 진위천1 지
점 등은 앞에서도 언급되었듯이 불과 몇 종류의 미생물 군

만이 하천생태계에서 우점하고 있는 것으로 판단된다. 66 
bp, 602 bp, 790 bp 크기의 TRF는 거의 모든 지점에서 공

통적으로 검출되고 있어서 특정한 미생물 집단은 모든 하

천에 공통적으로 분포하고 있는 것으로 판단할 수 있다. 
우리나라의 경우 여름철에 강우가 집중되기 때문에 계절적

인 변화도 뚜렷할 것으로 보이지만, 하천 생태계에 대한

Fig. 3. T-RFLP profiles of selected sites for October. (a) 
Paldang Lake, (b) Gapyeong River, (c) Gyeongan 
River3, (d) Anyang River2, (e) Jinwei River1, (f) 
Hwangguji River3, (g) Cheongmi River1, (h) Che-
ongmi River3, (i) Bokha River3, (j) Anseong River3.
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분자생물학적 연구가 거의 없는 실정이다.
T-RFLP 분석은 대상 하천의 미생물 군집 구조를 지문과 

같이 명확하게 보여 주기 때문에 다양한 상황에 따른 미생

물 군집 패턴 자료를 갖고 있다면 하천 생태계에 미치는 

외적인 환경에 따른 하천 생태계의 반응에 대한 분석도 가

능할 것으로 보인다. 이러한 미생물 군집 구조의 변화는 

특정 미생물의 존재 유무뿐만 아니라 T-RFLP에서 특정 피

크가 차지하는 면적의 비율로서 표현되는 특정 미생물의 

수적인 변화를 통해서도 알아볼 수 있을 것이다.

3.2. 하천 미생물 군집의 다양성

Fig. 4는 각 지점별 종 풍부도를 나타낸 것이다. T-RFLP
에서 종 풍부도는 하나의 TRF로 표현되는 피크 수를 말하

며 두 종류의 값을 표시하였다. 첫째는 생태계 지수를 구

할 때 사용한 것으로 40~610 bp 범위에서 높이 75 미만과 

차지하는 면적비율이 0.5% 미만인 단편의 피크를 제외한 

값이고, 둘째는 610 bp까지의 모든 피크의 수를 표시한 것

이다. 지점에 따라 두 값 사이의 차이가 큰 곳과 작은 곳

이 존재하며 값의 차이가 큰 곳은 높이 75 혹은 면적비율

이 0.5% 미만인 TRF의 수가 많다는 것을 의미한다. Fig. 4
에서 첫 번째 기준에 의한 종 풍부도의 범위는 17~46이지

만 30종 전․후의 거의 유사한 값을 가지는 것으로 나타났

고, 두 번째 기준에 의한 풍부도는 24~92의 범위를 가지고 

각 지점마다 차이가 큰 것으로 나타났다.
T-RFLP와 비슷한 기법인 ARISA(Automated Ribosomal 

Intergenic Spacer Analysis)를 이용한 감조하천의 미생물 

군집 분석(Hewson and Fuhrman, 2004)에 의하면 종 풍부

도가 가장 높은 지점은 84~85개의 분류학적 단위(OTU)를 

갖는 반면 낮은 종 풍부도를 갖는 곳은 빈 영양지점으로 

39~59 OTUs를 갖는 것으로 나타났다. 이러한 미생물 풍부

도의 차이는 주로 PCR을 통해 증폭된 전체 DNA의 0.1~ 
0.5%를 차지하는 OTU에 의해 결정되는 것으로 나타났다

고 한다. 이번 결과에서도 0.5% 미만의 면적과 높이 75 미
만의 피크를 제외한 경우 지점마다 거의 유사한 종 풍부도

를 보였으나 그러한 피크를 포함한 경우에는 각 지점별로 

차이가 큰 것으로 나타났다. 따라서 지점별 종 풍부도는 

적은 수로 존재하는 미생물에 의해 결정되는 것으로 판단

된다.

Fig. 4. Microbial species richness with/without standardization.

Fig. 5는 각 지점별 다양성 지수를 나타내며 복하천3 지
점의 2.1로부터 가평천의 3.3까지 대체로 3.0 전후의 값을 

갖는 것으로 나타났다. 국내의 경우, 하천 생태계를 평가하

기 위해 수서곤충, 어류 등을 이용한 경우는 많으나 분자

생물학적 방법을 이용한 경우는 거의 없어서 비교할 대상

이 존재하지 않았다. RFLP와 클로닝을 이용하여 지하수를 

대상으로 한 미생물 군집 다양성 연구(Cho and Kim, 
2000)에서 축산폐수로 오염된 지하수가 4.2~4.6 범위의 값

을 가지지만 오염이 안 된 지하수는 2.5~2.6 범위의 다양

성 지수를 가지는 것으로 나타나 축산폐수의 유입에 의해 

다양성이 증가한 것으로 나타났으나 본 연구에서는 오염도

와 다양성 지수사이의 연관성을 찾아볼 수 없었다. 하지만 

T-RFLP와 같은 유전자지문분석법을 이용하면, 외부로부터

의 특정 오염물 유입과 같은 환경 변화에 대응하여 나타나

는 하천 미생물 생태계 구조의 변화 특성 분석도 가능할 

것으로 판단된다.
분자 생물학적 기법을 이용한 다양성 분석은 자연 생태

계뿐만 아니라 활성 슬러지와 같은 인공적인 생태계에도 

적용할 수 있다. 예를 들어, 페놀 쇼크를 주었을 때 미생물 

생태계 구조의 변화를 TGGE(Temperature Gradient Gel 
Electrophoresis)기법을 사용해 분석한 결과, 다양성 지수

(Shannon index)가 1.13에서 0.22로 감소하여 유해 오염물

질이 유입될 경우 미생물 군집 다양성이 감소하였다. 페놀

을 분해할 수 있는 유전자 변형 미생물을 접종하였을 경우

에는 그 감소 정도가 줄어서 1.13에서 0.82로 감소하였다고 

한다(Eichner et al., 1999). T-RFLP를 이용해 PAHs(Polycy-
clic Aromatic Hydrocarbons)가 퇴적토의 미생물 군집 구조

에 미치는 영향을 조사한 권계경 등(2004)에 따르면, 미생

물 군집의 구조는 오염물질인 PAHs보다는 온도, 공극률, 
유기물 함량 등에 더 직접적으로 영향을 받는다고 한다.

Fig. 6, 7은 지점별 균등도와 우점도를 나타낸다. 균등도

는 0.68~0.88 범위의 값을 가지며 대체로 0.80 전후의 값을 

가지는 것으로 계산되었다. 우점도 값은 0.06~0.18 범위를 

가지며 복하천2, 3 지점이 0.18로 가장 높은 것으로 나타났

다. 균등도와 우점도는 서로 반비례 관계이기 때문에 균등

도가 높으면 우점도가 낮게 된다. 앞에 언급된 Cho and 
Kim(2000)에 따르면, 축산폐수로 오염된 지하수의 경우 균

등도가 0.93 정도로 오염이 안 된 지하수의 0.70 전후

Fig. 5. Microbial diversity (Shannon index) for targeted sites.
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Fig. 6. Microbial evenness index for targeted sites.

Fig. 7. Microbial dominance index for targeted sites.

값보다 균등도가 높고 우점도는 낮아 오염에 따라 균등도 

값이 커지는 것으로 나타났다. 

4. 결 론

하천 미생물 생태구조를 파악하기 위해 하천별 유전자지

문, 종 풍부도, 다양성, 균등도, 우점도 등을 도출하여 평가

한 결과 분자생물학적 유전자지문분석법인 T-RFLP 기법이 

하천생태계 연구에도 유용하다는 것을 확인하였다.
T-RFLP 분석은 전통적인 배양법과는 달리 대상 하천의 

미생물 군집 구조를 지문과 같이 명확하게 보여 주기 때문

에 계절적, 오염도 등의 다양한 상황에 따른 미생물 군집 

패턴 자료를 갖고 있다면 외적인 환경 변화에 대한 하천 

생태계의 반응 분석도 가능할 것으로 보인다. 
현재 우리나라의 하천생태계 다양성 평가는 대부분 저서

성대형무척추동물, 어류, 부착조류 등 눈에 보이는 생물을 

대상으로 하고 있으나, 이러한 평가방법은 시간, 대상생물, 
연구자의 판단 등 여러 요인에 따라 편향된 결과를 나타낼 

수 있다. T-RFLP 같은 분자생물학적 유전자지문분석법은 

배양조건이나 동정과 같은 주관적인 요인의 배제가 가능하

므로 배양되지는 않으나 자연 생태계에서 중요한 기능을 하

고 있는 다수의 미생물을 평가에 포함시킬 수 있을 것이다.
그러나 미생물 다양성을 분석하는 도구로 T-RFLP를 포

함한 유전자지문분석법은 방법의 한계성 때문에 회의적인 

시각이 있는 것도 사실이다. Bent 등(2007)이 주장하는 한

계점은 1)유전자지문분석법이 비교적 많이 존재하는 미생

물만을 검출하여 실제보다 풍부도를 낮게 평가하며, 2)또한 

유전자지문분석법으로 미생물의 분류군을 종 수준에서 정

확하게 판별해내지 못하여, 이런 방법을 이용한 미생물 군

집분석을 생산적이지 못한 활동(Unproductive exercise)이라

고 주장하였다.
그렇지만 대개 미생물 군집분석 목적은 대상 시료에 존

재하는 모든 미생물의 수를 결정하는 것이 아니라 주로 어

떤 자극에 대해 미생물 군집 변화나 비슷한 조건을 갖는 

생태계의 미생물 다양성 비교 같은 비교분석을 위한 것이

다. 본 연구는 하천 미생물 다양성을 평가하는 하나의 방

법으로 T-RFLP를 이용하였으며 보다 장기적인 조사를 실

시하고 클로닝 방법 등을 병행한다면 하천 생태계를 구성

하는 미생물의 다양성과 미생물 군집을 이해하는데 하나의 

대안이 될 것으로 생각된다. 
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