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The DNA probes Pn17 and Pn34 were evaluated for their

ability to specifically detect clinical strains of P. intermedia

and P. nigrescens from a Korean population by dot blot

hybridization. These probes were sequenced by extension

termination and their specificity was determined by

Southern blot analysis. The results revealed that the Pn17

sequence (2,517 bp) partially encodes an RNA polymerase

beta subunit (rpoB) and that Pn34 (1,918 bp) partially

encodes both rpoB (1-169 nts) and the RNA polymerase beta

subunit (rpoB'; 695-1918 nts). These probes hybridized with

both HindIII- and PstI-digested genomic DNAs from the

strains of P. intermedia and P. nigrescens used in this study.

Interestingly, each of the hybrid bands generated from the

HindIII-digested genomic DNAs of the two bacterial species

could be used to distinguish between them via restriction

fragment length polymorphism. These results thus indicate

that Pn17 and Pn34 can simultaneously detect P. intermedia

and P. nigrescens. 

Key words: DNA probes Pn17 and Pn34, Prevotella inter-

media, Prevotella nigrescens

서  론

치수 및 치근단 질환은 치아우식증, 치주 질환과 더불

어 구강 내에서 가장 빈번히 발생되는 감염성 질환이다.

치수 및 치근단 병변에서 세균의 중요성은 동물 실험과

임상실험을 통해 잘 밝혀졌다(Kakehashi 등, 1965). 여

러 원인 세균 종 중 Prevotella 속(genus)의 세균 종들의

치수 및 치근단 질환과의 역학관계에 대한 연구가 진행

중이다(Kim 등, 2003; Yoo 등, 2004). 최근 P. nigrescens

종은 P. intermedia 종에서 DNA 상동성 연구(Fukushima

등, 1992; van Steenbergen 등, 1982), 혈청학적 실험(Gmur

와 Wyss, 1985; Nakazawa 등, 1988), 동위효소 검색(Frandsen

등, 1995) 및 세균전체 단백질 분석법(Shah와 Gharbia,

1992) 등의 실험으로 새로운 종으로 독립 분류되었다. 

여러 연구 결과 P. intermedia는 치주질환 병소에서 P.

nigrescens보다 검출 빈도가 높고, P. nigrescens는 치수

및 치근단 질환, 성인성 치은염, 그리고 건강한 치은 부위

에서 검출 빈도가 더 높다는 보고들이 있다(Conrads 등,

1996; Gharbia 등, 1994; Kim 등, 2004). 하지만, 이와는

상반된 연구 결과들도 보고되고 있다(Ali 등, 1997; Kim

등, 2003; Teanpaisan 등, 1996). 

P. intermedia와 P. nigrescens 두 균종들의 표현형적인

특징들이 매우 유사하기 때문에 생화학적 또는 혈청학적

방법으로 동정하기 어려울 뿐만 아니라 재현성도 떨어진

다(Baumgartner 등, 1999). 현재 널리 이용되고 있는 세균

동정 킷트인 Rapid ID32 A(BioMerieux, Marcy l'Etoile,

France) 또는 Rapid ANA II system(Innovative Diagnostic

Systems, Norcross, GA, USA)으로도 P. intermedia와 P.
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nigrescens가 구별되지 않는다. 

특정 세균 감염성 질환과 원인균 간의 상관관계의 연

구에 있어서 먼저 세균의 검출법 및 동정법이 확립되어

야 한다. 치주질환을 일으키는 혐기성 세균들의 검출 및

식별에는 전통적인 표준 세균배양법, 종 특이 항체 및 종

특이 핵산 프로브(DNA probe)를 이용하는 방법, 각 세

균의 특이 유전자나 16S 라이보솜 RNA(16S rRNA)의

염기서열을 바탕으로 한 중합효소연쇄반응(PCR)법 등이

이용되고 있다(Krieg, 2001). 전통적인 표준 세균배양법

은 모든 다양한 종들을 검사할 수 있는 장점이 있지만,

배양조건이 까다롭고, 배양시간이 길며, 이들을 식별하기

위해서는 여러 가지 생화학적 검사를 시행해야만 하는

여러 가지 기술적인 어려움을 가지고 있다. 이러한 기술

적인 어려움들이 있기 때문에 신속하고 정확한 세균의

식별법이 필요하게 되었고, 이러한 조건을 만족시킬 만한

방법으로 고안된 방법들 중의 하나가 세균의 지놈 DNA

를 이용한 hybridization 법이다. DNA 프로브법은 민감

도와 특이도가 뛰어날 뿐만 아니라, 프로브로 사용하는

DNA의 핵산염기서열이 같은 종의 균주 간에 상동성이

크지 않기 때문에 세균의 과(family) 수준에서부터 균주

수준까지 동정할 수 있는 장점이 있다(DiRienzo 등, 1991;

Kook 등, 2002). 최근 Gang 등(2002)은 shot gun 법을

이용하여 P. nigrescens 9336 지놈 DNA fragment를 클

로닝하고, dot blot hybridization 및 Southern blot 분석

법으로 검증한 P. nigrescens 특이 프로브를 소개하였다.

그들의 dot blot hybridization 데이터 중 Pn17 및 Pn34

DNA 프로브는 P. intermedia ATCC 25611
T
, G8-9K-

3(ATCC 49046) 및 P. nigrescens ATCC 33563
T
 지놈

DNA 모두와 hybridization하였다. 이는 Pn17 및 Pn34

DNA 프로브가 P. intermedia와 P. nigrescens 를 동시에

검출할 수 있는 가능성이 있음을 의미한다. 그러므로, 본

연구는 Pn17 및 Pn34 DNA 프로브가 P. intermedia와

P. nigrescens 를 동시에 검출할 수 있는 지를 Southern

blot analysis를 통하여 검증하고자 시행되었다. 

실험재료 및 방법

세균 및 배양

본 연구에 사용한 세균 종의 참고균주들은 Prevotella

intermedia ATCC 25611
T
, Prevotella nigrescens ATCC

33563
T
, P. intermedia ATCC 49046, Fusobacterium nu-

cleatum subsp. nucleatum ATCC 25586
T
, F. nucleatum

subsp. nucleatum ATCC 23726, F. nucleatum subsp.

fusiforme ATCC 51190
T
, F. nucleatum subsp. polymorphum

ATCC 10953
T
, F. nucleatum subsp. vincentii ATCC

49256
T
, Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC

43717, ATCC 43718, ATCC 33384
T
, Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277
T
, ATCC 53978, ATCC 49417,

Campylobacter rectus ATCC 33238
T
 등 이었으며, 이들

은 American Type Culture Collection(ATCC, Manassas,

VA, USA)에서 구입하였다. 임상에서 분리 동정된 P.

intermedia 균주들(ChDC KB5, ChDC KB6, ChDC

KB50 및 ChDC B270)과 P. nigrescens 균주들(ChDC

KB2, ChDC KB3 ChDC KB14, ChDC KB18, ChDC

KB19, ChDC KB29 및 ChDC KB53)은 한국인의 치은

연하 치면세균막에서 분리하여 16S rDNA 염기서열결정

비교법에 의해 종 수준으로 동정된 것을 사용하였다. 

P. intermedia, P. gingivalis, P. nigrescens 등은 3%

Tryptic soy broth, 0.5% Yeast extract, 0.05% Cysteine

HCl, 0.5 mg/ml hemin, 2 µg/ml vitamin K1으로 배합된 배

지에서, F. nucleatum은 Schaedler broth (DIFCO Labo-

ratories, Detroit, MI, USA) 배지에서, A. actinomy-

cetemcomitans는 3% Tryptic soy broth (DIFCO Labo-

ratories), 0.1% Yeast extract (DIFCO Laboratories), 5 µg/

ml vancomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA), 75 µg/ml

bacitracin 및 10% horse serum (GibcoBRL, Gaithersberg,

MD, USA)으로 배합된 배지에서, C. rectus는 3.7% Brain

Heart Infusion broth (BHI, DIFCO Laboratories), 0.5%

Yeast extract, 2.0% sodium formate (Sigma), 3.0%

sodium fumarate (Sigma), 0.5 mg/ml hemin, 2 µg/ml

vitamin K1으로 배합된 배지에서 배양하였다. 이 때 A.

actinomycetemcomitans는 10% CO2가 유지되는 배양기

에서 배양하였으며, 그 이외의 모든 세균 종들은 85% N2,

5% H2, 10% CO2의 혼합가스가 공급되는 37
o
C anaerobic

chamber (Model Bactron I, Sheldon Manufacturing

Inc., Cornelius, OR, USA)에서 2~7일 동안 배양하여 아

래의 실험에 이용하였다. 

세균의 지놈 DNA의 추출

세균 지놈 DNA 추출은 Lippke 등(1987)의 방법을 변

형하여 추출하였다. 즉, 각각의 세균 균주를 100 ml의 액

체 배지에서 배양하고, 원심분리기에서 원심분리(7,000 × g,

10분)하여 세균 pellet을 얻었다. 이에 10 ml의 세포 용

해 용액(5 M guanidine isothiocyanate, 50 mM Tris-HCl

[pH 7.6], 10 mM EDTA, 2% S-lauryl sarcosinate, 140

mM 2-mercaptoethanol)을 넣고 잘 현탁한 후에 통법의

phenol/chloroform 추출법과 에탄올 침전법을 이용하여

지놈 DNA를 얻었다. 추출한 지놈 DNA 순도 및 농도

는 자외선 분광기(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech.,

Cambridge, UK)를 이용하여 260 및 280 nm의 파장에

서 흡광도를 측정하여 구하였다. 

Plasmid DNA 추출

E. coli DH5α에 도입된 P. nigrescens 지놈의 HindIII

제한효소절편이 함유한 재조합된 plasmid DNA는 통상
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의 alkaline lysis법으로 AccuPrep
TM

 Plasmid Extraction

Kit(Bioneer Corp., Daejeon, Korea)를 이용하여 제조회

사의 지시대로 추출하였다. 

DNA 프로브의 정제 및 표지

DNA 프로브의 정제는 QIAEX II
®
(QIAGEN Inc., Valencia,

CA, USA)를 이용하여 제조회사의 지시에 따라 정제하

였다. 

DNA 프로브는 DIG-High Prime(Rhoche Diagnostics,

Mannheim, Germany)을 이용하여 표지하였다. 표지 과

정은 1 µg의 DNA에 최종 부피가 16 µl가 되도록 증류수

를 넣고 끊는 물에서 10분간 가열하여 DNA를 변성시킨

후 재빨리 얼음에 넣어 식혔다. 여기에 4 µl DIG-High

Prime을 첨가하여 잘 섞고 잠깐 원심분리한 후 37
o
C에서

12시간 배양하였다. 배양 후 0.2 M EDTA를 넣어 반응

을 정지시켰다

Southern blot hybridization 및 chemiluminescent

detection 

각 세균에서 추출한 5 µg의 지놈 DNA를 HindIII 또

는 PstI 제한효소로 절단한 것들을 각각 0.8% 아가로스

젤에 전기영동하고 통상의 capillary transfer법으로 nylon

membrane(Rhoche Diagnostics)에 transfer하고, 120
o
C 진

공오븐에서 30분 동안 baking하여 DNA를 membrane에

고정시켰다. Membrane을 hybridization 용액(5 × SSC,

50% formamide, 0.1% sodium-lauroylsarcosine, 0.02%

SDS, 2% blocking reagent)으로 4시간 동안 prehybridi-

zation시킨 다음 이를 버리고, 새로운 hybridization 용액

에 DIG-High Prime을 이용하여 labeling시킨 DNA 프

로브를 첨가하여 12시간 hybridization하였다. Membrane

을 실온에서 5분간 2 × wash 용액(2 × SSC, 0.1% SDS)

으로 2회 세척하고 다시 0.5 × wash 용액(0.5 × SSC, 0.1%

SDS)으로 68
o
C에서 15분간 2번 세척하였다. Blocking

solution(buffer 2) 100 ml를 넣고 30분간 배양한 후

buffer 2에 anti-DIG-AP conjugate를 75 mU/ml(1:10000)

첨가하여 희석한 20 ml antibody solution에 membrane

을 넣고 30분간 반응시켜서 15분간 100 ml washing buffer

로 2회 세척하였다. Detection buffer(buffer 3) 20 ml에서

2~5분간 안정되게 하였다. DNA쪽이 위로가게 하여 mem-

brane를 polyethylene film상에 놓고 약 20방울(1 ml)의

CSPD
®
를 적용한 후, 즉시 polyethylene film으로 mem-

brane을 덮어 기질이 membrane상에 고루 퍼질 수 있게

하였다. 5분간 상온에서 반응 후 과량의 액을 제거하고

film의 가장자리를 봉하여, 형광 반응이 일어나도록 37
o
C

배양기에서 15분간 반응시킨 후, 상온에서 X-ray film

(Lumi-film chemiluminescen
®
, Rhoche Diagnostics)에 15~

25분간 노출시켰다. 

DNA 프로브들의 핵산염기서열결정

DNA 프로브인 Pn17 및 Pn34의 핵산염기서열 결정은

통상의 extension termination법을 이용하여 Bioneer 사에

의뢰하여 시행하였다. 이때 ChDC-F(5'-AAT ACG ACT

CAC TAT AGG GCG AA-3') 및 ChDC-R(5'-CCT CAC

TAA AGG GAA CAA AAG C-3') 프라이머는 두

DNA 프로브의 핵산염기서열결정에 공통적으로 사용하였

다. Pn17-F1(5'-AAG TCG TTG TTG AGC GTG AA-

3'), Pn17-R1(5'-AAA GAT TTC GCC AAG TGC TA-

3'), Pn17-F0.5(5'-CGT AAA AAG AAG TTG CCT

GTG A-3'), Pn17-R0.5(5'-CGC ACC ATT CGC TCT

GA-3') 및 Pn17-F2(5'-CGC GAG CGA ATG AAT GT-

3') 프라이머는 Pn17 DNA 프로브의 핵산염기서열결정에,

Pn34-F1(5'-GAC GGA ATG CCT CAA CTA TCT

GTA-3') 및 Pn34-R1(5'-ATT GGG CGG TAA GGC

TCA GT-3') 프라이머는 Pn34 DNA 프로브의 핵산염기

서열결정에 추가적으로 사용하였다. 이들 프라이머의 설

계는 PrimerSelect 프로그램(Version 5.00; DNASTAR,

Inc., Madison, WI, USA)을 이용하였으며, Bioneer 사

에 의뢰하여 합성하였다. 이들 DNA 프로브의 핵산염기

서열을 결정한 후 GenBank에 등록하였다. 

실험 결과 

Pn17 및 Pn34 DNA 프로브들의 종-특이성을 알아보기

위해, P. intermedia와 P. nigrescens를 포함한 6종 15

균주의 혐기성 구강미생물 참고균주들을 지놈 DNA를

HindIII 제한효소로 절단한 후 Southern blot 분석을 실시

하였다. 그 결과 두 프로브 모두 P. intermedia와 P.

nigrescens 지놈 DNA와만 hybridization하였고, P. intermdia

와 P. nigrescens를 제한효소절편길이다양화에 의해 검출

할 수 있음을 알 수 있었다(Fig. 1).

P. intermedia와 P. nigrescens 임상분리 균주들의 지놈

DNA들을 이용하여 Pn17 DNA 프로브의 종-특이성을

Southern blot 분석법으로 조사하였다. 그 결과 참고균주

인 P. nigrescens ATCC 33586
T
와 임상에서 분리한 P.

nigrescens 균주들(ChDC KB5, KB6, KB50 및 B270)

의 지놈을 HindIII 제한 효소로 절단한 경우에는 모두

같은 크기(2.5 kbp)의 반응 밴드가 보였다(Fig. 2A). 하

지만, 서양인과 한국인에서 분리된 P. intermedia 균주들

은 서로 상이한 크기의 반응 밴드를 보였다(Fig. 2A). PstI

제한 효소로 절단한 경우에 있어서는 P. nigrescens ATCC

33586
T
와 임상에서 분리한 P. nigrescens 균주들(ChDC

KB5, KB6, KB50 및 B270)간의 동일한 크기의 반응 밴

드들(약 5.0 kbp 및 1.0 kbp)도 있었고, 서로 상이한 밴

드들도 나타났다(Fig. 2B). P. intermedia 균주들의 경우
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에 있어서는 참고균주인 P. intermedia ATCC 25611
T
과

한국인에서 얻은 임상 분리 균주인 P. intermedia ChDC

KB14, KB18 및 KB19가 같은 밴드 양상을 보였고, 참

고균주인 P. intermedia ATCC 49046과 임상 분리 균주

인 P. intermedia ChDC KB2, KB3, KB29 및 KB53이

같은 크기의 반응 밴드를 보였다(Fig. 2B). 

Pn17 DNA 프로브의 핵산염기서열을 분석한 결과 2,517

bp(GenBank accession no. GU393245)로 구성되어 있음

을 알 수 있었다. Pn17 DNA의 핵산염기서열을 미국국

립보건원에서 제공하는 Blastx 프로그램으로 검색한 결과

Prevotella veroralis F0319 균주의 DNA-directed RNA

polymerase beta (rpoB) 단백질(GenBank accession number;

ZP_05858236)과 아미노산 염기서열 수준에서 92% 동일

하다는 것을 알 수 있었다. 또한 Pn17 DNA 프로브의

핵산염기서열를 바탕으로 MapDraw 프로그램(Version

5.00; DNASTAR, Inc., Maidison, USA)을 이용하여 PstI

제한효소절편 자리를 검색한 결과 931, 1108, 1813 뉴

클레오타이드 자리에 존재하였다. 이는 Fig. 2B에서 Pn17

DNA 프로브로 반응하는 PstI 제한효소로 절단된 P.

nigrescens ATCC 33586
T 
지놈 절편 중 178 bp와 706 bp

가 존재함과 비교할 때 서로 일치하는 결과였다(Fig. 2B). 

Pn34 DNA 프로브의 P. intemedia 및 P. nigrescens에

대한 종-특이성을 Southern blot 분석법으로 조사한 결과,

표준균주인 P. nigrescens ATCC 33586
T
와 임상에서 분

리한 P. nigrescens 균주들(ChDC KB5, KB6, KB50 및

B270)의 지놈을 HindIII 제한 효소로 절단한 경우에는

모두 같은 크기(1.9 kbp)의 반응 밴드가 보였다(Fig. 3A).

P. intermedia 균주들은 서양인에서 분리된 균주들의 경

우 약 2.3 kbp의 반응 밴드가 보였지만, 한국인에서 분리

된 균주들은 약 5.0 kbp를 보이는 균주들(P. intermedia

ChDC KB14, KB18 및 KB19)과 약 6.0 kbp를 보이는

균주들(P. intermedia ChDC KB2, KB3, KB29 및

KB53) 두 가지 유전형을 보였다(Fig. 3A). PstI 제한 효

소로 절단한 경우에 있어서는 P. nigrescens ATCC 33586
T

균주의 경우 4.2 kbp, 6.0 kbp 및 14.0 kbp 크기의 반응

밴드가 보였고, 한국인에서 분리된 임상 분류 균주들의

경우 P. nigrescens ChDC KB6 균주만 3.2 kbp와 1.5 kbp

크기의 반응 밴드를 보였고, 나머지 임상 분류 균주들

(ChDC KB5, KB50 및 B270)은 모두 4.2 kbp 반응 밴

드만 보였다(Fig. 3B). P. intermedia 균주들의 경우에 있

Fig. 2. Southern blot analysis to confirm the specificity of the Pn17
DNA probe with the (A) HindIII- or (B) PstI-digested genomic
DNAs of clinical strains of P. intermedia and P. nigrescens. Lanes:
S, Hind III-digested λDNA size marker; 1, P. intermedia ATCC
25611

T

; 2, P. intermedia ATCC 49046; 3, P. nigrescens ATCC
33563

T

; 4, P. intermedia ChDC KB2; 5, P. intermedia ChDC KB3;
6, P. intermedia ChDC KB14; 7, P. intermedia ChDC KB18; 8, P.
intermedia ChDC KB19; 9, P. intermedia ChDC KB29; 10, P.
intermedia ChDC KB53; 11, P. nigrescens ChDC KB5; 12, P.
nigrescens ChDC KB6; 13, P. nigrescens ChDC KB50; 14, P.
nigrescens ChDC B270. 

Fig. 1. Southern blot analysis to investigate the specificity of (A)
Pn17 and (B) Pn34 DNA probes with the HindIII-digested
genomic DNAs of reference strains. Lanes: S, Hind III-digested λ
DNA size marker; 1, F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC
25586

T

; 2, F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 23726; 3, F.
nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953

T

; 4, F. nucleatum
subsp. vincentii ATCC 49256

T

; 5, F. nucleatum subsp. fusiforme
ATCC 51190

T

; 6, P. gingivalis ATCC 33277
T

; 7, P. gingivalis
ATCC 53978; 8, P. gingivalis ATCC 49417; 9, P. intermedia ATCC
25611

T

; 10, P. intermedia ATCC 49046: 11, P. nigrescens ATCC
33563

T

; 12, A. actinomycetemcomitans ATCC 43717
T

; 13, A. acti-
nomycetemcomitans ATCC 43718; 14, A. actinomycetemcomitans
ATCC 33384; 15, C. rectus ATCC 33238

T

. kbp, killobase pairs. 
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어서는 참고균주인 P. intermedia ATCC 25611
T
균주와

한국인에서 얻은 임상 분리 균주 중 P. intermedia ChDC

KB14, KB18 및 KB19가 약 10.2 kbp의 같은 반응 밴드

를 보였고, 참고균주인 P. intermedia ATCC 49046과 임

상 분리 균주인 P. intermedia ChDC KB2, KB3, KB29

및 KB53에서 약 6.0 kpb의 같은 크기의 반응 밴드를 보

였다. 하지만, P. intermedia ATCC 49046의 경우는 임

상 분리 균주들과는 달리 약 14.0 kbp 크기의 반응 밴드

하나가 더 보였다(Fig. 3B). 

Pn34 DNA 프로브의 핵산염기서열을 분석한 결과 1,918

bp(GenBank accession no. GU393244)로 구성되어 있었

으며, Blastx 프로그램으로 검색한 결과 첫 번째와 169

번째 핵산염기서열(1-169 nts)들은 Prevotella veroralis

F0319 균주의 rpoB 단백질(GenBank accession number;

ZP_05858236)과 아미노산 염기서열 수준에서 95% 동일

하였고, 695-1918 nts들은 Prevotella veroralis F0319 균

주의 DNA-directed RNA polymerase beta' (rpoB') 단

백질(GenBank accession number; ZP_05858235)과 아

미노산 염기서열 수준에서 94%의 상동성을 보였다. Pn34

DNA 프로브의 rpoB 부분은 Pn17의 rpoB보다 3'쪽에

위치한 것으로 분석되었다. 

Pn34 DNA 프로브의 핵산염기서열을 바탕으로 MapDraw

프로그램을 이용하여 PstI 제한효소절편 자리를 검색한

결과 존재하지 않았다. 이는 Pn34 DNA 프로브로 반응하

는 PstI 제한효소로 절단된 P. nigrescens ATCC 33563
T

지놈 절편이 모두 1.9 kbp보다 크다는 것과 비교할 때

서로 일치하는 결과였다(Fig. 3B). 

고  찰

본 연구 결과 Pn17과 Pn34 DNA 프로브들은 제한효소

절편길이다양성을 이용한 방법에 의해 P. intermedia와

P. nigrescens 균주들을 동시에 검출할 수 있음을 알 수

있었다. 특히 DNA 프로브 Pn17의 경우는 HindIII 및

PstI 제한효소 모두를 이용하여 두 세균 종을 동정할 수

있으며, Pn34의 경우는 HindIII 제한효소만이 두 세균

종의 동정에 이용 가능하였다. Pn17과 Pn34 DNA 프로

브들은 DNA-의존성 RNA 중합효소(RNAP)를 구성하는

beta 및 beta' 폴리펩타이드를 암호화하는 것들이었다. 즉,

RNAP는 2개의 alpha, 1개의 beta, 1개의 beta', 및 1개

의 omega subunit로 구성된 catalytic core(촉매 중심)와

여기에 promoter에 결합되는 sigma factor가 결합되어

holoenzyme이 되어 전사를 촉매할 수 있게 된다. 

현재 분류학적 측면에서 가장 많이 이용되고 있는 유전

자는 16S rRNA 유전자이다. 하지만, 몇몇 종들에 있어서

는 16S rRNA 유전자 핵산염기서열의 상동성이 98% 이

상이기 때문에 이 유전자의 핵산염기서열로는 각각의 종

을 동정할 수가 없는 경우가 있다(Khamis 등, 2004). 최

근 세균의 종 수준에서의 분류 및 동정에 있어서 16S

rRNA 유전자를 대체할 수 있는 유전자로 rpoB를 많이

이용하고 있다(Drancourt 와 Raoult, 2002; Khamis 등,

2003; Khamis 등, 2004; Kim 등, 1999; Ko 등, 2002;

Renesto 등, 2001). 앞으로 P. nigrescens ATCC 33563
T

균주에서 rpoB 유전자의 5'말단 부분과 3'말단 부분을 클

로닝하고, 완전한 rpoB 유전자의 핵산염기서열을 결정한

다면, 이를 바탕하여 Prevotella spp.의 분류 및 동정에

이용할 수 있을 것으로 사료된다. 

P. nigrescens ChDC KB5와 KB6 균주들은 같은 환자

의 구강 내에서 분리되었다. 하지만 Southern blot 분석

법 결과에 의하면, 이들이 같은 환자의 구강 내에서 분

리된 같은 종에 속하지만, 제한효소절편길이다양화에 의

해 구별이 될 정도로 지놈 DNA의 염기상에 차이가 있

음을 알 수 있었다(Fig 2B 및 3B). 이는 유전학적으로

서로 다른 균주가 같은 환자의 구강 내에 존재할 수 있

다는 것을 의미한다. 반면, P. intermedia ChDC KB2,

KB3 및 KB53들과 P. intermedia ChDC KB14, KB18

및 KB19들은 같은 환자의 서로 같거나 혹은 서로 다른

치아 부위에서 검출되었지만, 본 연구에서 사용된 DNA

프로브에는 서로 같은 반응 밴드를 보였다(Fig. 2 및 3).

van Steenbergen 등(1991)은 환자로부터 분리 배양한 10

균주의 P. intermedia와 P. nigrescens 지놈 DNA의 제

한효소절편 패턴을 연구한 결과 모든 균주들이 서로 상

이한 양상을 갖음을 관찰하여 이 종들의 유전적 다양성

을 발표하였다. Mättö 등(1996)도 ribotyping법에 의해

P. intermedia 종의 임상 분류 균주들 간에 유전적 다양

성이 존재함을 발표하였다. 

Fig. 3. Southern blot analysis to confirm the specificity of the Pn34
DNA probe with the (A) HindIII- or (B) PstI-digested genomic
DNAs of clinical strains of P. intermedia and P. nigrescens. The
lanes are the same as in Fig. 2. 
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치주질환 병소의 치면세균막 또는 치근관 감염 부위의

치수를 이용하여 각각의 병소에 존재하는 세균을 짧은 시

간 동안 많은 종류의 세균의 존재 유무를 알아볼 수 있

는 checkerboard DNA-DNA hybridization method을 이

용한 역학 연구 결과가 진행되었다(Papapanou 등, 2000;

Siqueira 등, 2000; Socransky 등, 1994). 이러한 방법은

동시에 많은 종류의 DNA를 이용하여 동시에 많은 샘플

을 대상으로 hybridization 반응을 시킬 수 있다는 장점이

있다. 하지만, 이때 사용되는 프로브가 세균 전체 지놈

DNA를 사용하기 때문에 유전학적으로 상동성이 높은 세

균 종들 끼리 교차반응을 보일 수 있다는 단점이 있다.

이러한 단점은 세균을 종 수준에서 동정할 수 있는 DNA

프로브를 개발함으로써 극복될 수 있을 것으로 생각된다. 

본 연구 결과를 종합하면, Pn17 및 Pn34 DNA 프로

브는 sothern blot 분석법을 통한 제한효소절편길이다양

성에 의해 P. intermedia와 P. nigrescens 균주들을 동시에

검출할 수 있음을 알 수 있었고, 두 DNA 프로브의 핵산

염기서열은 P. intermedia와 P. nigrescens를 동시에 검

출할 수 있는 multiplex PCR 프라이머 개발에 응용될

수 있을 것으로 생각된다. 
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