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1990년대 이후 우리나라의 양식업은 크게 발

전하였고 특히 넙치 (Paralichthys olivaceus)는

해상가두리 양식에서 육상수조식 생산으로 전

환되어, 2007년에는 43,834톤, 생산금액은 4,588

억원에 이르러 생산금액 측면에서 우리나라 연

근해 어업의 10%를 차지할 정도로 중요한 산업

으로 자리잡게 되었다. 이 중 제주도 넙치 육상

양식 생산량은 21,487톤으로 전국 생산량의 약

48%를 차지하고 있다. 생산량은 양식시설 면적

에 비해 높은 수준이며, 장기간 집약적 양식에

한국의 양식넙치에서 분리한 Tenacibaculum maritimum의
특성과 자생식물 추출물에 대한 감수성
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Tenacibaculum maritimum (formerly Flexibacter maritimus) is the aetiological agent of an ulcerative and
necrotic disease commonly called tenacibaculosis in marine fish. Tenacibaculosis is an economically
important disease in a great variety species in Jeju Island cultured fish and leading to this pathogen initially
affected by skin, mouth, fins, tail causing severe necrotic and ulcerative lesions on the body surface. In the
present study, A-7 strain was isolated from Paralichthys olivaceus showing symptoms of tenacibaculosis
and identified as T. maritimum by morphological, biochemical and molecular biological analysis. T. mariti-
mum A-7 is experimentally infected through immersion route in Paralichthys olivaceus which the disease
outbreaks in land-based fish tanks of Jeju Island. Up to data a number of treatments proposed for the
tenacibaculosis outbreaks are based on the immersion administration of drugs in tank. Oxytetracycline is the
most widely used disinfectants in fish farms. However, most of fish farms manager and consumers have
expressed concern as bioaccumulation in tissue and its environmental. In addition, this antimicrobial com-
pounds is expensive in fish farmers. The overcome of this problem is desired the application of natural plant
derived products. To obtain as 70% EtOH extract antimicrobial compounds against tenacibaculosis from 35
species of Jeju Island native plants were screened for antimicrobial activity against T. maritimum. In the
present study were identified most of the plant extracts were better antimicrobial activity against T. mariti-
mum. 
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의한 어장의 노화, 고밀도 사육 등으로 인해 계

절에 상관없이 연중 다양한 병원체가 혼합감염

형태로 질병을 일으키고 있다 (Kim et al.,

2006a). 주로 넙치에 세균성질병을 일으키는

Vibrio spp., Streptococcus spp., Edwardsiella tarda

와기생충성질병을일으키는 Trichodina, Ichthy-

obodo, Scutica 등은 많은 연구가 되어있는 반면

세균성궤양병의원인균에대한국내연구는전

무한 실정이다 (Kim et al., 2006b). Vibrio spp.,

Streptococcus spp., E. tarda 등에 의한 질병은 항

생제 경구투여와 백신 등의 개발로 치료확률이

높아졌으나, 넙치의 표피궤양, 표피괴사, 주둥이

부식, 지느러미부식, 아가미 세엽괴사 등의 감염

증상을나타내는궤양성질병은모든크기의넙

치에서 연중 발병하고 있으며, scutica 등과 혼합

감염되어더욱큰피해를야기시키고있다. 

이러한 질병은 salt water columnaris disease,

gliding bacterial disease of sea fish, bacterial stom-

atitis, eroded mouth syndrome, black patch necrosis

등으로 명명되고 있다 (McVicar & White, 1979;

Campbell & Buswell, 1982; Wakabayashi et al.,

1986; Baxa et al., 1986; Devesa et al., 1989; Alsina

& Blanch, 1993; Chen et al., 1995; Handlinger et

al., 1997; Ostland et al., 1999; Cepeds & Santos,

2002). 세균성 궤양병의 원인균인 Tenacibaculum

maritimum (formerly Flexibacter maritimus)은 유

럽의많은어종에다양하게질병을발생시켜경

제적으로 많은 손실을 유발시키기 때문에 세균

성 질병에 있어서 매우 중요하게 여겨지며, 이

질병의첫번째감염경로는어류의주둥이, 지느

러미, 꼬리와 표피에 궤양과 괴사를 일으킨다고

보고된다 (Toranzo et al., 2005). 현재, 참돔 (Pa-

grus major), 감성돔 (Acanthopagrus schegeli), 넙

치 (Paralichthys olivaceus) (Baxa et al., 1986;

Wakabayashi et al., 1986), 도버서대 (Solea solea)

(Bernardet et al., 1990), 터봇 (Scophthalmus max-

imus) (Alsina & Blanch 1993), 대서양연어 (Salmo

salar), 무지개송어 (Onchorynchus mykiss), 세줄

취청이 (Latris lineata), 그린백넙치 (Rhombosolea

tapirina) (Handlinger et al., 1997) 등 다양한 어종

에서 감염이 보고되고 있다. 우리나라 육상수조

식 양식의 경우에도 이러한 질병이 넙치 뿐만

아니라 다양한 어종으로 전파되고 있으며, 현재

이러한 감염증에 대한 대책으로는 주로 oxyte-

tracycline (OTC)를 비롯한 항생제의 약욕에 의

존하고있다.

최근 식생활 문화와 소비문화가 변화하면서

수산식품 및 활어에 대한 소비가 급증하고 있으

며 보다 위생적이고 안전한 식품에 대한 요구가

크게증가하고있으나, 국내산및수입산활어에

있어서 항생제 잔류로 인해 안전성이 위협을 받

고 있는 실정이다. 식품의약품안전청의 보고에

의하면, 일본에 수출한 양식넙치의 항생제 잔류

로 인한 전량반품, 중국산 활잉어에서 OTC검출

로 전량 반송, 제주산 병든 활넙치에서 과량의

OTC 검출, 백화점등에서판매되는축∙수산식

품 중에서 항생제 내성이 있는 식중독균이 검출

된 바 있다. OTC에 의한 약욕은 넙치의 근육에

잔류 (Kim et al., 2006b)되어항생제의내성균유

발 (Mcphearson et al., 1991) 및면역력저하 (Heo

et al., 1992)를일으키며, 약제가함유된사육수의

배출은주변수역을오염시키는문제를발생시킨

다. 본연구에서는제주도내육상수조식양식장

에서 연중 발생하고 있는 세균성 궤양병의 발생

원인과 원인균에 대하여 동정하고 특성을 분석

하여, 차후관련연구의기초자료및친환경적인

양식기술개발에응용하고자하였다.

최근에 천연 자원을 통한 생리활성물질에 대

한 연구가 많이 이루어지면서 자생식물에 대한

관심 또한 높아지고 있다. 자생식물의 항균효능

에 대한 연구는 식품, 의약품, 화장품, 양식업, 축

산업 등 관련분야에서 적용이 되고 있으며, 이는

생리활성물질을 생산하는 공장이라고 불려질 만

큼 다양한 물질을 생산해내고 특히 자기방어 기

작과 관련한 대사 물질의 천연 항균에 잠재력이

있다는연구에기초하고있다 (Moon et al., 2007). 

지구상 현화식물 약 250,000 종 중에서 20%

정도가 각 지역의 약용식물로서 연구되어지고

장영환∙정준범∙여인규∙김기영∙Ramasamy Harikrishnan∙허문수



55

있다. 우리나라의경우약 4,500여종의고등식물

이 존재하고 있다고 추정되며, 제주도는 그 중

1,870 여종의 자생식물이 있다고 보고된 바 있

다 (Moon et al., 2007). 일반적으로 Pseudomonas

aeruginosa, Vibrio cholerae NonO1, Vibrio vulnifi-

cus, Vibrio parahaemolyticus 등과 같은 그람음성

균에서 이러한 자생식물을 이용한 항균 활성이

알려져있다 (Min et al., 2004).

현재 우리나라에서 가장 많이 양식되고 있는

해산어 중 하나인 넙치는 고밀도 양식으로 인한

여러 질병의 발생으로 경제적 손실을 비롯한 많

은 어려움을 겪고 있다. 그리고 어류의 질병치료

는 대부분 합성항생제에 의존하고 있으며, 이러

한 항생제의 남용으로 인하여 항생제 잔류, 내성

균 발생 및 환경 악화와 같은 여러 문제점들이

발생하고 있다. 이러한 문제점을 해결하고자 최

근 양식어류의 건강증진 및 성장촉진을 위해 자

생식물 및 천연물 자원을 이용한 생리활성 물질

개발이 이루어지고 있으며, 이러한 시도는 친환

경적식품을요구하는소비자의욕구충족및양

식넙치에 대한 브랜드적 이미지를 확고히 할 수

있을 것이다. 또한 양식어민들의 항생제 사용에

따른 생산단가를 절감할 수 있는 효과를 기대할

수 있으며, 소비자들에게는 값싸고 질 좋은 품질

의제품을공급할수있는장점을가지고있다. 

본 연구에서는 아직 확실하게 규명된 연구사

례가 없는, 제주도내 육상수조식 양식장에서 연

중 발생하여 피해를 주고 있는 세균성 궤양병

원인균으로 의심되는 T. maritimum에 대하여, 총

35종류의 자생식물의 유기용매 추출물을 이용

하여 항균활성을 검색함으로써, 세균성 궤양병

을 일으키는 세균에 대한 방어 효과를 확인하

고, 기존의 항생제에 대한 대체물질로서의 이용

가능성을제시하고자한다.

재료 및 방법

세균의 분리

2007년 10월부터 2008년 3월까지 제주도내 7

군데 육상수조식 양식장으로부터 궤양 증상을

보이는 넙치 병어를 채집하였고, 궤양부위 조직

을 marine agar (MA), brain heart infusion (BHIA)

agar, thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) agar,

salmonella shigella (SS) agar에 도말하여 25℃, 48

시간 배양하였다. 계대배양을 통해 균주를 순수

분리하였고, 사용전까지 -80℃에보관하였다.

세균의 형태학적 검사

세균을 MA에 25℃, 48시간 배양하였고, Gram

stain을 실시한 후 광학현미경으로 관찰하였다.

Scanning electron microscope (SEM) 관찰을 위해

서세균집락이형성된배지를 0.5cm×0.5cm 크

기로 절단하고, 2.5% glutaraldehyde에서 2시간

전고정한 후, 1.0 M phosphate buffer로 5분간 세

척을 2회 반복하였다. 그리고 2% osmium tetrox-

ide에서 1시간 고정하고 탈수과정을 거쳐,

isoamylacetate로 치환한 후, CO2를 이용하여 건

조시키고 cell 도금후 SEM 관찰을실시하였다.

세균의 생화학적 특성 검사

MA에서 순수 배양된 균을 이용하여 생화학

적 성상을 검사하였다. 생화학 시험 항목은

Motility, Oxidase, Catalase, Gelatin, Starch, Tween

80, API 20NE kit (Biomerieux, France), API 20E

kit (Biomerieux, France), API 50CH kit (Bio-

merieux, France) 등을 실시하였으며 (Table 1),

colony 성상은 MA에서관찰하였다. 

PCR, sequencing 및 data analysis

Genomic DNA Extraction kit (Bioneer, Korea)

를 사용하여 Chromosomal DNA를 분리한 후,

DNA 양은 흡광도를 측정(A260/280) 하여 OD값이

1.8이상 되게 하였으며, bacterial 16S rDNA uni-

versal primer를 이용하여 16S rRNA를 증폭시켰

다. 합성된 oligonucleotides는 forward primer, 5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'; reverse

primer, 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염

한국의양식넙치에서분리한 Tenacibaculum maritimum 의특성과자생식물추출물에대한감수성
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Table 1. Phenotypic characteristics that differentiate strain A-7 from the type strains of other Tenacibaculum species

Characteristics A-7
T. T. T. T. T.

maritimum ovolyticum Mesophilum amilotyticum skagerrskense

Origin Olive flounder Red sea Halibut, egg, Sponge and macroalgae, Pelagic,

bream, macroalgae,

Korea Japan Norway Japan Japan Denmark

Cell size (㎛) 10-22 × 0.5 2-30 × 0.5 2-20 × 0.5 1.5-10 × 0.5 2-4 × 0.4 2-15 × 0.5

Colony morphology Uneven edge Uneven Regular Circular, Circular, Circular,

shape edge edge spreading spreadin spreadin

edge edge edge

Color Pale yellow Pale yellow Pale yellow Yellow Yellow Bright yellow

Temperature range (℃) 15-35 15-34 4-25 15-40 20-35 10-40

Optimal temperature (℃) 25-30 30 ND 28-35 27-30 25-37

Salinity range seawater (%)a 30-100 30-100 70-100 10-100 50-100 25-150

Salinity range NaCl (%)b (-) (-) (-) 1-7 3(W) (-)

pH range 6.0-9.0 5.9-8.6 5.9-8.6 5.3-9.0 5.3-8.3 6.0-9.0

Growth on

Casamino acids + + V + + ND

Sucrose + - - - - +

D-ribose - - - - - ND

DL-aspartate - - - + - +

L-proline - - - + + +

L-glutamate - W - + + +

L-leucine - - - - - W

Degradation of

Starch - - - - + +

Gelatin + + + + + ND

Tween 80 - + + + + -

Nitrate reduction + + + - W +

G+C content (mol%) 31-32 31.3-32.5 30.3-32 31.6-32 30.9 35.2

Data were taken from Wakabayashi et al., (1986), Hansen et al., (1992), Suzuki et al., (2001), Frette et al., (2004). +, posi-
tive; -, negative; W, weakly positive; V, variable reaction; ND, not determined; (-), no growth in the presence of NaCl only.
All species are Gram-negative and rod-shaped. All species are positive for catalase, oxidase and degradation of casein. a100,
full-strength seawater; b, percentage of NaCl in the medium.
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기서열로 구성되었다. Microtube에 10 mM Tris-

HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5%

Tween-20, 200 μM의 각 dNTP, 0.5 μM의 각

primer, 1.25 U Taq DNA polymerase (Bioneer,

Korea) 및 template DNA를 첨가한 후, distilled

water로 PCR 혼합물의 최종 volume이 50 ㎕가

되게하였다. PCR amplification 조건은 94℃에서

5분간 pre-denaturation 시킨 후, 94℃에서 45초

denaturation, 50℃에서 45초 annealing, 72℃에서

45초 extension의 반응을 1 cycle로 하여, 30 cy-

cles를 반응시켰다. 그 후, 72℃에서 5분간 exten-

sion시켰다. PCR 후 증폭된 산물은 0.5 ㎍/㎖

Ethidium Bromide가 첨가된 1% agarose gel을

이용하고, 0.5× TAE buffer (40 mM Tris-acetate,

1 mM EDTA)를 완충액으로 하여, 전기영동을

실시하였다. UV 검출기에서 나타나는 band를

관찰하여그증폭여부와검출한계를확인하였

다. 이후, AccuPrepTM PCR Purification Kit

(Bioneer, Korea)을 이용하여 PCR product를 정

제하였고, ABI prismTM BigdyeTM terminator

cycle sequencing Ready reaction kit V.3.1 (Fluo-

rescent dye terminators method)와 ABI 3730XL

capillary DNA Sequencer를 사용하여 염기서열

을 밝혔고, 밝혀진 염기서열은 NCBI (National

Center Biotechnology Information)의 Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST)을 사용하여 분

석하였다.

분리균주의 최적배양조건

분리된 균주의 배양학적 특성을 확인하기 위

하여 배양온도에 따른 발육특성을 조사하였다.

MA에 시험균주를 접종하여 4, 10, 20, 25, 30, 37,

40, 45℃로 배양 후, 발육정도를 육안으로 관찰

하였으며, MB (Marine Broth, Difco. Co. USA)에

균배양액을 1% (v/v)로 접종하여 각각의 온도별

로 배양한 후, spectrophotometer를 이용하여 600

nm의흡광도에서 growth curve를확인하여최적

배양온도를 측정하였다. 염분농도에 따른 균의

생육정도를 조사하기 위해, Wakabayashi et al.,

(1986), Hansen et al., (1992), Suzuki et al., (2001),

Frette et al., (2004)의 방법을 이용하였고, MB에

NaCl를 0-14% (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,

13, 14%) 첨가한 후, 균배양액을 2% (v/v) 접종한

후, 25℃에서 48시간동안 배양하고, 흡광도를 측

정하였다. pH에 따른 균의 생육정도를 확인하기

위해, 배지의 pH를 4-10 (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10)으로

조절하여 배양한 후, 생육정도를 측정하였다. 배

양 후 생육정도는 + (Growth), - (No Growth)로

판정하였다.

항생제 감수성 실험

분리된 균주에 대한 항생제 감수성 시험을 하

기 위하여 paper disc agar diffusion법을 시행하였

으며 (Bauer et al., 1966), Muller-Hinton (MH)

agar에서 발육하지 않는 시험균주의 특성 때문

에 MB에서 48시간동안 배양된 균주를 멸균해

수를이용하여균의농도가 1×106 CFU/㎖가되

도록 희석한 다음 이를 멸균 삼각 유리봉으로

MA에 균등하게 도말하였다. 그리고 약제 디스

크 (Oxoid, BBL, bioDiscs)를 일정한 간격으로

얹고, 25℃에서 48시간 동안 배양하여 형성된

저지대의 지름을 측정하였고, 감수성의 정도를

susceptible, intermediate 그리고 resistant로 나타

내었다. Amoxicillin, Ampicillin, Cephalothin,

Chloramphenicol, Clindamycin, Doxycycline, Ery-

thromycin, Florfenicol, Flumequin, Nalidixic acid,

Neomycin, Ofloxacin, Oxolinic acid, Oxytetracy-

cline, Pefloxacin 등을 약제 감수성 실험에 사용

하였다.

분리균주의 공격 실험

제주도내양식장에서외관상감염증상이없는

체중 12-20 g (체장 10-12 cm)인 넙치와 150-200

g(체장 23-25 cm)인 넙치를 각각 구입하여 침지

공격 실험에 사용하였다. 모든 실험어는 사육수

조내에서열흘간순치시켰고, 매일사료를 1회

투여하고 사육수를 1회씩 환수시켰으며, 사육

수온은 20±1℃를 유지하였다. 넙치 병어에서

한국의양식넙치에서분리한 Tenacibaculum maritimum 의특성과자생식물추출물에대한감수성
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Table 2. Antibiotics sensitive of T. maritimum A-7 based on paper disc method

Antibiotics
Concentrations Diameter of inhibition zone (mm)

Dertermination
(㎍) Resistant Intermediate Susceptible Results

Amoxicillin 30 ≤ 13 14~17 ≥ 18 37 S1)

Ampicillin 10 ≤ 13 14~16 ≥ 17 32 S

Cephalothin 30 ≤ 14 15~17 ≥ 18 33 S

Chloramphenicol  30 ≤ 12 13~17 ≥ 18 24 S

Clindamycin 2 ≤ 14 15~20 ≥ 21 36 S

Doxycycline 30 ≤ 12 13~15 ≥ 16 20 S

Erythromycin 15 ≤ 13 14~22 ≥ 23 32 S

Florfenicol 30 ≤ 13 14~19 ≥ 20 37 S

Flumequin 30 ≤ 20 21~24 ≥ 25 18 R2)

Nalidixic acid 30 ≤ 13 14~18 ≥ 19 0 R

Neomycin 10 ≤ 12 13~16 ≥ 17 0 R

Ofloxacin 5 ≤ 12 13~15 ≥ 16 8 R

Oxolinic acid 2 ≤ 10 - ≥ 11 0 R

Oxytetracycline 30 ≤ 14 15~18 ≥ 19 16 I3)

Pefloxacin 5 ≤ 15 16~21 ≥ 22 14 R

1), susceptible; 2), resistant; 3), intermediate.

Fig. 1. Scanning electron micrograph of the isolate A-7 from eroded mouth. Cells were grown on MA at 25℃ for 2 days.

장영환∙정준범∙여인규∙김기영∙Ramasamy Harikrishnan∙허문수



59

Fig. 2. Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the position of strain A-7 within
the radiation of the genus Tenacibaculum. The tree was constructed from evolutionary distance matrix by using neighbour-
joining method (Saitou & Neil, 1987). The sequence of Flavobacterium aquatile ATCC 11947T (M62797) was used an out-
group. Bootstrap percentages (from 1000 replications) > 50% are shown at branch points. Bar, 0.01 substitutions per
nucleotide position.

Fig. 3. Cumulative mortality of Paralichthys olivaceus challenged with 1×106 CFU/㎖ isolated T. maritimum at 2 days.
Control group was immersed in rearing water. (A), Paralichthys olivaceus of 12-20 g (10-12 cm) size; (B), Paralichthys oli-
vaceus of 150-200 g (23-25 cm) size.
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분리한 A-7 균주를 MB에서 25℃, 48시간 동안

배양시킨 후, 멸균해수를 이용하여 1×106 CFU/

㎖가되도록 현탁하여침지공격실험에 사용하

였다. 실험구는 체중별로 15 마리씩의 넙치를 사

용하였고, A-7 균주를 넣지 않은 해수로 각각 침

지시킨 것을 대조구로 사용하였다. 모든 사육수

는공격실험시 2차감염을방지하기위해필터

를 이용하여 멸균시킨 해수를 사용하였다. 침지

공격시킨 후, 7일간 폐사를 관찰하였으며, 모두

세 번씩 반복 실험을 실시하였다. 감염 증상과

세균배양그리고 PCR로서폐사어의감염여부

를확인하였다.

자생식물 추출물 항균실험

그람음성 세균에 효과가 있다고 보고된 바 있

는 총 31종류의 자생식물을 제주하이테크 산업

진흥원에서 분양받아서 본 실험에 사용하였으

며 (Min et al., 2004), 그외에도제주조릿대, 미성

숙 온주밀감, 온주밀감 과피, 섬갯장대를 채집하

여 실험시료로 사용하였다 (Table 3). 시료 내에

포함되어 있는 불순물을 제거하기 위해 흐르는

물에 2-3번 수세하여 그늘에서 5일간 건조 후,

잘게 시료를 분쇄시키고 시료무게의 10배 (w/v)

가 되도록 70% EtOH로 72시간 동안 3회 추출

하였으며 (Min et al., 2004), 유기용매 추출액은

감압농축장치를 이용하여 농축하였다. 최종적으

로농축된시료를동결건조시킨후, 본항균실험

에 사용하기 위해서 저온에 보관하였다. 항균실

험에 이용하기 위해서 dimethylsulfoxide (DM-

SO)에 녹인 후, membrane filter (0.45 ㎛)로 여과

시키고 paper disc (ADVANTEC F0424695, ∅8

㎜)에 25 ㎕씩을 주입시켰다. 최종 농도가 0.5, 1,

2.5, 5㎎/disc가 되도록 paper disc를 제작하였으

며, MA에 시험균주를 도말하여 농도별로 제작

한 paper disc를 얹고, 25℃, 48시간 배양시킨 후

저지대의 직경을 측정하였다. 세균성 궤양병의

원인균에 대한 자생식물 추출물들의 최소억제

농도 (MIC, Minimum Inhibitory Concentration)의

측정은 microtitre plate에 MB를 200 ㎕를 채운

후, 최소농도가 5 ㎎/㎖가 되도록 추출액 (10 ㎎/

㎖)을 접종하고, 이를 2배 희석법으로 희석하여

각 단계 농도를 5, 2.5, 1.25, 0.625 그리고 0.312

㎎/㎖의 농도구로 실험하였다. 피검균은 48시간

전배양한 것을 멸균해수에 희석하여 1×

107CFU/㎖농도로 제조하여 이를 2 ㎕씩 접종하

였으며, 접종된 microtitre plate를 25℃ 48시간배

양한 후 660 nm의 흡광도 값을 측정하여 MIC

분석을 실시하였으며, 각 희석단을 MA에 접종

하여 균주가 99% 생육되지 않는 최소농도를

minimum bactericidal concentration (MBC)으로

결정하였다.

결과 및 고찰

분리균주의 동정

궤양 증상을 나타내는 넙치 병어로부터 분리

한균주는 Gram (-)균으로확인되었고, SEM으로

관찰시 균체의 길이는 대략 5~11 ㎛, 외부적인

형태는장간균의모양을하고있었으며, 균체사

이에 점액성분이 관찰되었다 (Fig. 1). 분리균주

의 생화학적 성상은 Wakabayashi et al. (1986),

Hansen et al. (1992), Suzuki et al. (2001), Frette et

al. (2004) 등이 보고한 T. maritimum의 생화학적

결과와 매우 유사하게 나타났다 (Table 1). 최적

배양 온도는 25-30℃로 나타났고, sea water 및

sea salt를첨가한배지에서가장잘성장하며, 단

지 NaCl만을 첨가한 배지에서는 성장하지 않는

것으로 보아 호염성세균이지만 NaCl 외에도 다

른 미량원소들이 필요한 것으로 추정된다. 분리

균주의 16S ribosomal RNA PCR 증폭을 통해 얻

은 1,377 bp 염기서열들을 National Center

Biotechnology Information (NCBI)의 Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST)을 이용하여 분

석한 결과, Tenacibaculum maritimum (gene for

16S rRNA, Strain: IFO 15946)과 99%, Tenacibac-

ulum maritimum small subunit ribosomal RNA

gene과 98%, Flexibacter maritimus 16S ribosomal

RNA와 98%의 높은 상동성을 나타내었다 (data
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not shown). Neighbor-Joining 방법에의해서계통

수를 분석한 결과, T. maritimum과 유전적으로

가장 유사한 것으로 나타났다 (Fig. 2). 본 연구

에서 넙치 병어로부터 분리한 균주를 형태학적

특성, 생화학적 성상 및 유전자 분석 결과를 바

탕으로 T. maritimum으로 동정하였고, strain A-7

이라고명명하였다.

항생제 감수성 실험

T. maritimum A-7의 약제 감수성 실험을 실시

한 결과, β-Lactam계열 (Amoxicillin, Ampicillin,

Cephalothin), Macroride계열 (Erythromycin),

Chloramphenicol계열, (Florfenicol, Chlorampheni-

col) 그리고 Lincosamide계열 (Clindamycin) 등에

대해서는 감수성이 높게 나타났으며, 대부분의

Quinolone계열 (Flumequin, Nalidixic acid, Nor-

floxacin, Ofloxacin, Oxolinic acid, Pefloxacin)과

Aminoglyciside계열 (Neomycin) 등에 대해서는

높은내성을보였다 (Table 2).

공격 실험

제주도내 육상양식장에서 발병되는 대부분의

세균성 궤양증상어의 경우, 궤양부위 조직을 도

말하였을때는 colony가생기지만, 간, 신장, 비장

등의 조직 도말시에는 colony가 나타나지 않고

있다 (data not shown). 이로볼때, 세균성궤양병

을일으키는원인균은조혈조직및주요내부장

기에 1차적으로 감염되지 않는 것으로 추정된

다. 따라서세균성궤양을일으키는원인균은넙

치의 선별, 출하, 분조 등으로 인한 상처에 감염

되는 기회감염 세균이거나 아가미세엽, 표피, 지

느러미와 같은 외부조직에 1차적으로 감염되어

증상을나타내는병원균으로추정되며, Powell et

al. (2004)의 실험을 참고하여 T. maritimum A-7

의침지공격실험을실시하였다. T. maritimum A-

7을 어체중 12-20 g (체장 10-12 cm), 150-200 g

(체장 23-25 cm)인 넙치에 동일한 농도를 사용

하여 각각 침지 감염시킨 결과, 어체중 12-20 g

인 넙치에 감염시킨 경우 48시간째에 100%의

누적폐사율을 나타낸 반면 (Fig. 3A), 150-200 g

인 넙치에 감염 시킨 경우 72시간째에 100% 폐

사하였다 (Fig. 3B). 실험구에서 폐사한 넙치는

어체중과 상관없이 대부분 입과 지느러미의 부

식, 아가미 괴사 및 두부의 출혈증상 등의 공통

적인 감염증상을 나타내었고, 폐사어로부터 균

을분리하여생화학적성상검사와유전자분석

을 실시한 결과, T. maritimum A-7와 동일한 것

을 확인하였다 (data not shown). 어체중 12-20 g

인 넙치 대조구의 경우, 120시간까지 10%의 누

적폐사율을 나타내었지만 특징적인 감염증상은

관찰되지 않았으며, 어체중 150-200 g인 넙치 대

조구에서는 120시간까지 어떠한 폐사도 발생하

지않았다.

자생식물 추출물 항균 실험

대부분의 육상 수조식 양식장에서 세균성 궤

양병을 치료하기 위해 특히 OTC가 많이 사용

되고 있다. 사용된 OTC는 항생제 잔류와 같은

식품위생학적인 문제 뿐 아니라 (Kim et al.,

2006), 항생제 내성균 유발 (Mcphearson et al.,

1991) 및 어체의 면역력 저하 (Heo et al., 1992)

등과같은문제를일으키고있다. 또한항생물질

이함유된사육수의배출로인해양식장주변수

역이오염되는문제도발생하고있다. 본연구에

서는 이러한 문제들을 해결하기 위한 일환으로

서 자생식물을 이용한 천연 항균물질을 찾고자

하였다.

총 35종 자생식물의 유기용매 추출물을 이용

하여 분리균주 T. maritimum A-7에 대하여 디스

크 확산법을 사용하여 항균효과를 측정하였다

(Table 3). 그 중 1 ㎎/disc 농도를 사용한 실험에

서 항균활성을 나타낸 11종의 자생식물 추출물

을 선택하여 MIC 및 MBC를 측정하였고, OTC

를 사용한 대조구와 항균효과를 비교하였다

(Table 4). 그 결과 디스크 확산법을 이용한 항균

활성 실험에서는 산수국 (Hydrangea serrata for.

acuminata), 사방오리 (Alnus firma), 다래 (Actini-

dia arguta), 때죽나무 (Styrax japonica), 십자고사



62 장영환∙정준범∙여인규∙김기영∙Ramasamy Harikrishnan∙허문수

Table 3. Antimicrobial activity of the native plant extracts by disk diffusion assay

Name Inhibition Zone Diameter (mm)

Korean Scientific

Plant parts
0.5 1 2.5 5 

㎎/disc ㎎/disc ㎎/disc ㎎/disc

큰달맞이꽃 Oenothera lamarckiana Whole - - 14 15

석류 Punica granatum Stems, Leaves 13 16 22 23

남오미자 Kadsula japonica Whole - - - 9

왕고들빼기 Lactuca indica var. laciniata Whole - - 14 15

산수국 Hydrangea serrata for. acuminata Whole - 11 15 18

진득찰 Siegesbeckia glabrescens Whole - - 12 16

사방오리 Alnus firma Whole - 12 16 18

비파 Eriobotrya japonica Unripened fruits - - - 14

찔레나무 Rosa multiflora Stems, Leaves - - 13 16

칡 Pueraria thunbergiana Whole - - - 9

말오줌때 Euscaphis japonica Whole - - 14 19

초피나무 Zanthoxylum piperitum Stems, Leaves - 12 15 16

산초나무 Zanthoxylum schinifolium Stems, Leaves 10 16 21 19

다래 Actinidia arguta Stems, Leaves - 14 15 15

닥나무 Broussonetia kazinoki Stems, Leaves - - - 10

털여뀌 Persicaria cochinchinensis Whole - - 11 15

때죽나무 Styrax japonica Stems, Leaves, Flowers 12 15 18 18

미나리아재비 Ranunculus japonicus Whole - 14 15 21

십자고사리 Polysticum tripteron Whole 11 15 18 18

천문동 Asparagus cochichinensis Whole - - 12 15

사철쑥 Artemisia capillaris Stems, Leaves - - 14 15

복분자 Rubus coreanus Whole - 11 15 15

맥문동 Liriope platyphylla Whole - - 14 16

개면마 Matteuccia orientalis Whole - - 13 16

돈나무 Pittosporum tobira Stems, Leaves - - - 9

제충국 Chrysanthemum cinerariaefolium Whole 14 18 23 20

섬갯장대 Arabis stelleri var. japonica Whole - - 13 15

엉겅퀴 Cirsium Japonicum var. ussuriense Whole - - - 15

제주조릿대 Sasa quelpaertensis Whole - - 14 16

큰천남성 Arisaema ringens Whole - - - 9

양하 Zingiber mioga Whole - - - 9

멀구슬나무 Melia azedarah var. japonica Stems, Leaves - - - 10

온주밀감 Citrus unshiu Unripened fruits - - 12 15

온주밀감 Citrus unshiu Peel - - - 9

신선초 Angelica keiskei Leaves - - - 9
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리 (Polysticum tripteron) 등은 OTC와 유사한 정

도의 항균 활성을 나타내었고, 석류 (Punica

granatum), 초피나무 (zanthoxylum piperitum), 미

나리아제비 (Ranunculus japonicus), 제충국

(Chrysanthemum cinerariaefolium) 등의 경우

OTC에비해약 2배정도의항균활성을나타내

었으며, 특히 산초나무(Zanthoxylum schinifolium)

의 경우 OTC보다 약 4배 정도의 높은 항균 활

성을 보였다. 합성항균제에 의한 항생제 잔류,

내성및환경오염등의문제점을해결하기위한

대체제로써 본 연구에서의 자생식물은 큰 역할

을 할 수 있을 것이며, 차후에는 항균 활성이 높

게나타난자생식물을대량채취하여추출, 분획

및 NMR 구조 분석 등의 계속적인 연구와 양식

장내의현장적용실험이있어야할것이다.

요 약

Tenacibaculum maritimum (formerly Flexibacter

maritimus)은 tenacibaculosis라 불리며, 해산어에

서궤양및괴사성증상을나타내는질병원인체

이다. Tenacibaculosis는 다양한 양식 어종에서

있어서경제적측면에서도중요한질병중하나

이며, 피부, 입, 지느러미, 꼬리등과같은어체표

면에심각한궤양과괴사로인한손상을유발시

킨다. 본연구에서는 tenacibaculosis의증상을나

타내는 넙치 병어로부터 A-7 균주를 분리하였

고, 형태학적 특성, 생화학적 성상 및 유전자 분

석 결과를 바탕으로 T. maritimum으로 동정하였

으며, 침지법을 통하여 넙치에 인위적으로 감염

되는 것을 확인하였다. Tenacibaculosis를 제어하

기 위해 약욕에 의한 항생제 투여가 많이 이루

어지며, 그 중 oxytetracycline이 주로 사용되고

있다. 그러나, 대부분의 양식어민과 소비자들은

항생제 잔류와 환경오염 등의 문제를 우려하고

있으며, 비싼 항생제의 사용으로 인하여 양식어

의생산비용도높아지고있다. 이러한문제점들

을극복하기위하여본연구에서는천연자생식

물추출물을항생제대체제로사용하기위한연

구를 수행하였다. 총 35 종류의 천연식물의 항균

활성을 검색하였고, 많은 천연식물 추출물이

T. maritimum에 대하여 높은 항균 효과를 나타

낸다는것을밝혔다.

한국의양식넙치에서분리한 Tenacibaculum maritimum 의특성과자생식물추출물에대한감수성

Table 4. Minimum inhibitory concentration (MIC) and Minimum bactericidal concentration (MBC) of thirteen plant
extracts against T. maritimum

Name
Plant parts

MIC MBC

Korean Scientific (㎍/㎖) (㎍/㎖)

석류 Punica granatum Stems, Leaves 625 625

산수국 Hydrangea serrata for. acuminata Whole 1,250 5,000

사방오리 Alnus firma Whole 1,250 1,250

초피나무 Zanthoxylum piperitum Stems, Leaves 625 5,000

산초나무 Zanthoxylum schinifolium Stems, Leaves 312 625

다래 Actinidia arguta Stems, Leaves 1,250 1,250

때죽나무 Styrax japonica Stems, Leaves, Flowers 1,250 5,000

미나리아재비 Ranunculus japonicus Whole 625 1,250

십자고사리 Polysticum tripteron Whole 1,250 1,250

복분자 Rubus coreanus Whole 2,500 2,500

제충국 Chrysanthemum cinerariaefolium Whole 625 625

Oxytetracycline 1,250 1,250
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