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김강진･노아름･박권삼✽
군산대학교 식품생명공학과

Isolation and Identification of Urease-Positive 
Photobacterium sp. Strain HA-2 from Sea Water
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A urease-positive bacterium isolated from sea water was identified as Photobacterium sp. by morphological, 
biochemical, and 16s rRNA gene analyses and named Photobacterium sp. strain HA-2. 2.0-fold increase 
enzyme activity was observed in LB medium containing 3% NaCl and 0.1% urea or not and the enzyme 
activity was 16.0-fold lower compared to urease-positive Vibrio parahaemolyticus AQ4673 strain when 
grown in the LB medium containing 3% NaCl with 0.1% urea. The cloning and sequencing of Photobacterium 
sp. strain HA-2 urease gene cluster is currently being analyzed in our laboratory.
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서    론
Urease (EC 3.5.1.5)는 요소를 암모니아와 이산화탄소로 분

해하는 효소로 식물, 세균, 진균 및 조류 등에 존재 한다고 
보고되어 있다 (Mobley et al., 1995). 세균에서 urease 유전자의 
염기서열은 1989년 요로감염의 원인세균인 Proteus mirabilis 
(Jones and Mobley, 1989)에서 처음으로 밝혀진 이래 Klebsiella 
aerogenes (Mulrooney and Hausinger, 1990), Helicobacter 
pylori (Labigne et al., 1991), Yersinia enterocolitica (De 
Koning-Ward et al., 1994), Streptococcus salivarius (Chen et 
al., 1996), Vibrio parahaemolyticus (Park et al., 2000)등 다수의 
세균에서 보고되었다. 세균에서 보고된 urease 유전자는 보통 
7개 이상의 유전자로 구성되어 있으나 유전자의 구조적 배열
은 매우 유사한 형태이다 (Mobley et al., 1995). Urease는 효소 
활성에 중심 역할을 담당하는 구조단백질 (UreA, UreB 및 
UreC)과 구조단백질에 Ni2+를 운반 및 조합을 담당하는 보조
단백질 (UreD, UreE, UreF 및 UreG)로 나뉜다. 일부 세균에서
는 특이적으로 urease 유전자의 전사를 조절하는 전사조절 
단백질인 UreR (Nicholson et al., 1993; Park et al., 2000)및 
세포내로 Ni2+를 운반하는 NixA과 UreH 등의 보조단백질도 
보고되어 있다 (Mobley et al., 1995; Maeda et al., 1994). Urease 
유전자의 발현에는 몇가지 메커니즘이 보고되어 있다. 예를 
들어, K. aerogenes는 질소원이 제한된 조건에서 발현되며 
(Macaluso et al., 1990), P. mirabilis와 V. parahaemolyticus는 
기질인 urea가 존재하는 조건에서 발현이 유도되며 (Nicholson 
et al., 1993; Park et al., 2000), S. salivarius는 pH에 의해 발현이

조절된다 (Sissons et al., 1990). 일반적으로 세균 유래의 urease
는 병원성에 직, 간접적으로 관여한다 (Mobley et al., 1995). 
Urease 양성의 해양세균에는 V. parahaemolyticus와 V. fischeri
가 보고되어 있다. V. parahaemolyticus의 urease gene cluster는 
8개의 유전자로 작은 염색체에 존재하며 (Park et al., 2000), 
TRH (TDH-related hemolysin, 내열성용혈독관련용혈독) 유전
자를 보유하는 V. parahaemolyticus에만 urease 유전자가 존재
하는 특징 때문에 V. parahaemolyticus의 분리 및 동정을 위한 
중요한 marker로 이용될 수 있다 (Suthienkul et al., 1995). 또한 
urease와 TRH 유전자가 공존하는 이유는 이들 유전자는 과거
의 어느 시점에 하나의 세트로 이 세균에 삽입되었을 가능성
을 시사하고 있다 (Park et al., 2000). 최근 genome sequence가 
완료된 V. fischeri에서도 urease 유전자의 존재가 밝혀졌다 
(http;//www.ddbj.nig.ac.jp/). V. fischeri의 urease 유전자는 V. 
parahaemolyticus와는 달리 큰 염색체에 7개의 유전자로 구성
되어 있으나 해석에 관한 연구보고는 아직 없다. 

본 연구는 해수로부터 urease 양성균주를 분리하여 동정한 
결과 Photobacterium sp.에 속하는 균으로 밝혀졌으며, urease 
활성은 해양세균인 V. parahaemolyticus에 비해 현저히 낮았
다. 이 세균은 어류 및 포유류의 병원성 원인균으로 보고되어 
있으나 병원성 인자에 관한 연구보고는 적은 편이다. 따라서 
병원성 관련 유전자로 알려져 있는 urease 유전자의 클로닝, 
염기서열 결정 및 해석을 위한 기초 자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법
Urease 양성균주의 분리

전북 부안군 곰소만의 표층 해수를 Alkaline Peptone Water 
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(APW)에 접종하여 35℃에서 하룻밤 증균 후 Vibrio 선택배지
인 TCBS agar (Difco, USA) 평판배지에 도말하여 35℃에서 
배양하여 얻은 다양한 집락을 멸균된 이쑤시개를 사용하여 
urease 측정용 배지 (BBL. USA)에 접종하여 urease 생산에 
의해 집락 주위의 pH가 알카리로 변하여 분홍색을 띠는 집락
을 순수 분리하여 15% (v/v) glycerol을 첨가하여 -80℃에 보존
하면서 본 실험에 사용하였다.

분리균주의 동정
분리균주는 API 20E kit (Biomerieux, France) 및 16S rRNA 

유전자의 염기서열 결정을 통하여 동정하였다. 염색체 DNA
의 정제는 3% NaCl이 첨가된 LB broth에서 증균 후 Wilson 
(Wilson, 1987)이 제안한 방법으로 정제하였으며, 16S rRNA 
증폭용 primer는 27F primer (5`-AGAGTTTGATCCTGGCT 
CAG-3`)와 1492R primer (5`-TACCTTGTTACGACTT-3`)를 
사용하였다 (Dunbar et al., 2000). 모든 PCR 반응에는 Takara 
(Japan)의 kit를 사용하였다. PCR 반응은 아래의 반응액을 혼
합한 후 95℃에서 3분간 열처리로 DNA를 변성하였다. 0.5 
μL (2.5 U) Taq polymerase, 5.0 μL Taq polymerase buffer 
(x10), 4.0 μL 2.5 mM dNTP, 35.5 μL dH20에 20 pmol의 
각 primer 2.0 μL와 1.0 μL의 주형 DNA를 첨가하였다. DNA 
증폭은 95℃ 30초, 55℃ 30초 및 72℃에서 2분을 30회 반복하
였다. PCR 증폭산물은 1.5% agarose gel (Sigma, USA)을 사용
한 전기영동으로 확인하였으며 목적 DNA는 QIAEX II Gel 
Extraction Kit (Qiagen, USA)으로 정제하여 sequence를 위한 
주형으로 사용하였다. DNA sequence는 ABI310 sequencers 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 사용하여 결정
하였으며, 염기서열의 상동성 검색은 NCBI (http://www.ncbi.nim.nih. 
gov/BLA ST)를 통하여 실시하였다.

Urease 활성측정
균은 식염이 3% 첨가된 LB broth 100 mL에 기질인 urea를 

여과 멸균하여 0.1% 첨가 및 무첨가한 배지에 전배양한 균을 
접종하여 30℃에서 16시간 진탕 배양하였다. 균체는 원심 분
리 (8,000 rpm, 20분, Supra 30K plus, Hanil Scientific Co., 
Daejeon, Korea)하여 얻었으며, wash buffer (20 mM sodium 
phosphate (pH 7.0)-5 mM dithiothreitol-1 mM EDTA)로 2회 
세정한 후 sonicator (Sonic Dismembrator Model-100, Fisher 
Scientific, USA)로 균체를 파괴한 후 10,000 rpm에서 20분 
원심 분리하여 상층액을 얻었다. 이 상층액을 urease 측정용 
조효소액으로 사용하였으며, 단백질량은 Bio-Rad DC protein 
kit (Bio-Rad, USA)로 측정하였다. Urease 활성은 ammonia-test 
kit (Wako pure chemical industries Ltd., Japan)를 사용하여 
ammonia의 생성량을 측정하였다. Urease 활성은 조효소액 중
의 단백질 1 mg이 분당 urea를 분해하여 생성하는 암모니아 
양을 μmol로 표시하였다. 

DIG-labeling probe 작성
분리균주의 urease 유전자 cloning을 위한 probe은 기존에 

염기서열이 보고되어 있는 균들의 ureC 유전자를 Clustal W 

program을 이용하여 alignment하여 상동성이 가장 높은 영역
에 대한 primer를 Bioneer사 (Korea)에 의뢰하여 합성하였다. 
DNA oligonucleotide는 다음과 같다: PKJ-C1 (5`-GAAGG 
GGCTGGCGGCGGTCATGCGCCTGAT-3`)와 PKJ-C2 (5`-TT 
CCCCGACACGGCCCATGGCTTGCGAGTC-3`). PCR 반응은 
95℃에서 3분간 열변성한 후 95℃ 30초, 48℃ 30초, 72℃ 30초
를 30회 반복하여 DNA를 증폭하였으며, 증폭된 DNA 산물은 
정제하여 pT7 Blue-T vector에 ligation하여 E. coli DH5⍺에 
형질 전환하였다. 3개의 clone를 정제하여 염기서열을 결정하
였으며 얻어진 염기서열로부터 probe용 primer는 아래와 같이 
합성하였다: PUC-1 (5`-ATGACATCAC TGAAATTGCAC-3`)
와 PUC-2 (5`-TGATCAAATCGGTGGG TGAACATA-3`). 
PCR 반응은 95℃에서 3분간 열변성한 후 95℃ 30초, 55℃ 
30초, 72℃ 30초를 30회 반복하여 DNA을 증폭하고 정제한 
다음 DIG-labeling kit (Boehringer Mannheim, Germany)를 사용
하여 상기의 PCR 조건 중 annealing 온도만 5℃ 낮은 50℃에서 
PCR 반응을 실시하여 DIG-labeling probe를 작성하였다.

Southern hybridization 
11종의 제한효소로 처리한 분리균주의 염색체 DNA는 

0.8% agarose gel에 apply하여 1X TBE buffer [0.09 M 
Tris-borate, 2 mM EDTA (pH 8.0)]를 사용하여 전기 영동한 
후 nylon membrane (GeneScreen Plus, Dupont)에 전이하였다. 
DNA는 GS Gene Linker UV chamber (Bio-Rad, USA)로 고정하
였으며, hybridization은 42℃의 수조에서 하룻밤 실시하여 
phosphatase-labeled anti-DIG monoclonal 항체(Boehringer 
Mannheim, Germany)로 검출하였다. 필름은 TQX-120 
Automatic Film Processor [(주) 동양 메디칼 시스템]으로 현상
하였다.

결과 및 고찰
Urease 양성 균주의 분리 및 동정

2008년 8월과 9월 사이에 전북 부안군 곰소만에서 채취한 
표층해수로부터 urease 양성을 나타내는 균주를 분리하기 위
하여 해수를 Alkaline Peptone Water에서 증균 후 Vibrio 선택배
지인 TCBS에 접종 배양하여 나타난 집락을 무작위로 urease 
측정용 배지에 접종하였다. 279개의 집락 중 1개의 집락에서 
urease의 작용으로 기질인 urea가 분해되어 암모니아 생성으
로 배지의 pH가 alkali로 변해 집락주위가 분홍색으로 바뀐 
colony를 순수 분리하였다. 순수 분리한 균을 다시 TCBS에 
접종하여 배양한 결과 녹색의 집락을 형성하였기 때문에 V. 
parahaemolyticus일 가능성이 높아 TRH 유전자 존재를 PCR로 
확인하였으나 증폭은 되지 않았다 (data not shown). TRH 유전
자 존재를 확인한 이유는 urease 양성의 V. parahaemolyticus는 
TRH 유전자 보유성과 일치하기 때문이다 (Suthienkul et al., 
1995). 따라서 분리균주에서 TRH 유전자의 부재는 V. 
parahaemolyticus 이외의 세균일 가능성이 높은 것으로 사료되
었다. 이 균주의 정확한 동정을 위하여 광학현미경을 이용한 
형태학적 검토 및 API 20E kit을 사용하여 생화학적 특성을 
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조사하였으며 그 결과는 Table 1에 나타내었다. 분리균주는 
그람음성 간균으로 운동성, oxidase, citrate 이용능, gelatinase, 
arginine dehydrolase, acetoin 생산 등은 양성이지만 glucose 
이외의 당은 거의 이용하지 못하는 특성을 나타내었다.

Table 1에 나타낸 API 20E kit에 의한 생화학적 결과는 
Chromobacterium violaceum이 1순위로, Photobacterium 
damselae subsp. damselae이 2순위로 동정되었다. C. violaceum
은 그람음성, 통성혐기성, 단간균으로 열대 및 아열대 지방의 
물 또는 토양에 흔히 존재하는 상재세균으로 알려져 있다. 
사람에게 감염되는 경우는 적으나 감염되면 피부손상, 패혈
증, 간 종양을 유발하여 사망하는 예도 보고되어 있다 (Midani 
and Rathore, 1998; Baker et al., 2008). 이 세균의 genome 
sequence는 2003년에 완성되었으며 (Brazilian National 
Genome Project Consortium, 2003), 지금까지의 연구 보고에 
의하면 이 세균에서 urease 유전자의 보유성에 관한 결과는 
아직 보고된 예가 없다. P. damselae subsp. damselae은 자리돔
의 병원균으로 보고되어 처음에는 Vibrio damselae로 명명되
었으나 (Love et al., 1981), Listonella로 속명이 바뀌었다가 
(MacDonell and Colwell, 1985), 최종적으로 P. damselae subsp.

Table 1. Physiological and biochemical characteristics of 
Photobacterium sp. strain HA-2 using API 20E kit 

Characteristics Results
 Gram stain -
 Morphology Rod
 Motility +
 Oxidase +
 O/F test +/+
 NO2 production +
 N2 production -
 β-galactosidase -
 Arginine dehydrolase +
 Lysine decarboxylase -
 Ornithine decarboxylase -
 Citrate utilization +
 H2S production -
 Urease production +
 Tryptophane desaminase -
 Indole production -
 Acetoin production +
 Gelatinase +
 Fermentation of glucose +
    Mannitol -
    Inositol -
    Sorbitol -
    Rhamnose -
    Sucrose -
    Melibiose -
    Amygdaline -
    Arabinose -

+, positive result or growth: －, negative result or no growth

damselae (Trüper and De'Clari, 1997)로 명명이 수정되었다. 
P. damselae subsp. damselae은 양식어류 (방어류, 가자미류, 
무지개 송어, 도미류, 해산베스), 어류 (상어) 및 포유류 (돌고
래, 사람) 등에 질병을 유발하는 병원성 세균으로 알려져 있다 
(Botella et al., 2002). 최근 Pedersen et al. (2009)의 연구결과에 
의하면 무지개송어 양식장에서 분리한 P. damselae subsp. 
damselae 16개 균주 중 15개 균주는 urease 양성으로 나타났다. 
또한 Botella et al. (2002)의 보고에 의하면 어류 양식장에서 
분리한 P. damselae subsp. damselae 71개 균주 중 45%는 urease 
양성균주로 판명되었다는 보고도 있다. 따라서 곰소만에서 
분리한 urease 양성균은 C. violaceum 보다는 P. damselae 
subsp. damselae 가능성이 높다고 사료된다.  

분리균주의 16S rRNA 유전자의 염기서열 결과는 Table 
2에 나타내었다. 1,510 bp의 염기서열을 blast를 통하여 상동성
을 검색한 결과 P. damselae strain UCP4, P. damselae subsp. 
damselae strain CCRC15428, P. damselae subsp. piscicida strain 
PN510 등의 16S rRNA 유전자와 99%의 상동성을 나타내었다 
(Table 2). 형태학적, 생화학적 특성 및 16S rRNA 유전자의 
염기서열 분석 결과를 종합해 보면 곰소만 해수로부터 분리한 
urease 양성의 분리균주는 Photobacterium sp.에 속하는 균으
로 동정되어 Photobacterium sp. strain HA-2로 명명하였다. 

Table 2. 16S rRNA sequence (1,510 bp) of Photobacterium 
sp. strain HA-2. The homology search of sequence data was 
performed with the web-based program BLAST available at 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Fig. 1. Urease activity in Photobacterium sp. strain HA-2. 
Bacteria were grown for 16 h at 30℃ with shaking in LB 
medium containing 3% NaCl and 0.1% urea or not. The data 
shown are the average of three independent experiments. Error 
bars represent standard deviations.

Photobacterium sp. strain HA-2의 urease 활성측정
V. parahaemolyticus와 Proteus mirabilis는 UreR이라는 전사

조절 단백질에 의해 urease 유전자의 전사가 조절되며, 기질인 
urea가 배지에 존재하였을 때 urease 활성은 유도 된다 (Park 
et al., 2000; Nicholson et al., 1993). Photobacterium sp. strain 
HA-2의 경우 UreR 유전자의 존재유무가 확인되어 있지 않기 
때문에 LB배지에 기질인 urea를 여과 멸균하여 최종농도 0.1% 
첨가 및 무첨가하여 urease 활성을 측정하였다. 기질을 첨가한 
배지에서의 Photobacterium sp. strain HA-2의 urease 활성은 
양성 대조균으로 사용한 V. parahaemolyticus AQ4673 균주 
(Yamaichi et al., 1999)에 비해 약 16배 (0.1620 vs 2.590 μmol 
of NH3/min/mg of protein) 낮았으며, 기질이 존재하지 않은 
배지에서 배양한 Photobacterium sp. strain HA-2의 urease 활성
은 기질이 첨가된 배지에서 배양한 균에 비해 약 절반 (0.0820 
vs 0.1620 μmol of NH3/min/mg of protein)정도의 활성을 나타
내었다 (Fig. 1). V. parahaemolyticus의 경우, 기질유무에 의해 
urease 활성은 약 100배 정도 차이가 나며 (Park et al., 2000), 
P. mirabilis의 경우는 약 4.2배 정도 차이가 난다는 보고가 
있다 (Nicholson et al., 1993). 따라서 기질유무에 따른 urease 
활성차가 약 2배인 Photobacterium sp. strain HA-2의 경우, 
전사조절 유전자 ureR의 존재여부는 유전자의 클로닝 및 염기
서열을 결정하기 전까지는 확실한 결론을 도출하기는 어렵다
고 판단된다. 또한 다른 형태의 urease 발현기작에 대한 연구도 
필요하다고 사료된다.

Photobacterium sp. strain HA-2의 ureC 유전자 일부의 증
폭 및 염기서열 결정

Clustal W program을 이용하여 GenBank에 등록되어 있는 
V. parahaemolyticus, P. mirabilis, Klebsiella aerogenes, Yersinia 
enterocolitica, Streptococcus salivarius, Bacillus sp. strain 
TB-90 및 Helicobacter pylori의 ureC 유전자의 alignment를 
검토하였다 (data not shown). 상동성이 높은 부위를 대상으로 
증폭용 primer를 제작하여 Photobacterium sp. strain HA-2의 

genomic DNA를 template로 사용하여 PCR 반응으로 DNA를 
증폭하였다. 약 280 bp 크기의 단일밴드가 증폭되었으며 (Fig. 
2), DNA의 염기서열을 결정하였다 (Table 3). DNA 염기서열
은 GenBank에 등록되어 있는 V. fischeri ES114, V. fischeri 
MJ11, P. mirabilis, 및 V. parahaemolyticus의 ureC 유전자 일부
와 85%, 84%, 83% 및 82%의 높은 상동성을 나타내었으며, 
이 결과는 염기서열을 결정한 DNA는 Photobacterium sp. 
strain HA-2 균주 ureC 유전자의 일부 영역이라고 사료된다. 

Urease 유전자 클로닝을 위한 southern blot 해석
Photobacterium sp. strain HA-2 균주의 urease 유전자 클로닝

을 위하여 genomic DNA를 11종의 제한효소로 각각 처리하여 
Table 3에서 얻어진 염기서열에 대한 probe로 southern blot를 
행하였다 (Fig. 3). BamHI, EcoRI, KpnI, SacI, SalI, XhoI으로

Fig. 2. PCR for the Photobacterium sp. strain HA-2 ureC 
gene. M, molecular size markers; 100 bp DNA ladder 
(BioLabs); Lane 1, Photobacterium sp. strain HA-2; Lane 
2, E. coli HB101.

Table 3. The ureC gene partial sequence (288 bp) of 
Photobacterium sp. strain HA-2. The homology search of 
sequence data was performed with the web-based program 
BLAST available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Fig. 3. Southern hybridization with a ureC probe of 
Photobacterium sp. strain HA-2. Hybridization was 
performed at 42℃ as described in the materials and methods 
section. Genomic DNA of Photobacterium sp. strain HA-2 
was digested with BamHI (lane 1), BglII (lane 2), EcoRI 
(lane 3), HincII (lane 4), HindIII (lane 5), KpnI (lane 6), 
PstI (lane 7), SacI (lane 8), SalI (lane 9), XbaI (lane 10) 
and XhoI (lane 11). M, Lambda DNA/HindIII marker.

처리한 DNA는 약 20 kb 전후의 단편과, BglII, HincII로 처리한 
단편에서는 약 6.0 kb의 단편과 probe가 반응하였다. 또한, 
HindIII, PstI, XbaI으로 처리하였을 경우에는 약 1.0, 2.3, 2.2 
kb의 단편과 probe가 반응하였다. 지금까지 보고된 urease 양
성 세균의 urease gene cluster의 DNA 단편 크기는 5.0 kb 이상
이므로 BglII 및 HincII 이외의 효소로 절단한 DNA 단편들은 
전 urease gene cluster를 클로닝 하기에는 DNA 단편이 너무 
크거나 작아 BglII 및 HincII 제한효소로 절단한 단편을 대상으
로 현재 클로닝을 진행 중이다.

Cloning 및 sequence가 완료되면 Photobacterium sp. strain 
HA-2가 보유하고 있는 urease 유전자의 구조, 유전학적 특징 
및 V. parahaemolyticus에 비해 urease 활성이 낮은 이유 등에 
관한 정확한 해석이 가능하리라 사료된다.
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