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무당벌레 소화기관으로부터 장내세균의 분리 및 
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Bacterial density distributions of gut microbes in the digestive organs of Harmonia axyridis collected 

from three different sources (JK, CK, and CJ) were 6.0×104 CFU/gut under aerobic culture 

condition and 8.0×106 CFU/gut under anaerobic culture condition. Seven colony types were observed 

under aerobic condition and three types of similarity were detected under anaerobic condition. In 

total, 116 strains, including 34 strains under aerobic condition, were isolated from the digestive 

organs of H. axyridis. Based on the analysis of the 16S rRNA gene sequence, aerobic gut microbes 

were assigned to the Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Deinococcus-Thermus. A large 

number of isolates belonged to the genus Bacillus and Staphylococcus of the Firmicutes commonly 

found in H. axyridis from different sites. Anaerobic gut microbes were found to be similar 

according to colony morphological, phylogenetic analysis using ARDRA. Eighty-two anaerobic gut 

microbes were clustered into 17 different ARDRA types according to HaeIII. Representative 

anaerobic gut microbes in each ARDRA group were divided into five species of γ-Proteobacteria 

based on 16S rRNA gene sequence analysis; Hafnia alvei, Enterobacter ludwigii, Enterobacter kobei, 

Pseudomonas oryzihabitans and Pseudomonas koreensis. Phylogenetic analysis indicated that about 

70% of the isolates belonged to γ-Proteobacteria, suggesting predominance of gut microbes.
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전 세계에 존재하는 곤충의 종류는 약 120만여 종이 알려

져 있으며, 우리나라에는 12,000여 종이 서식하는 것으로 보

고되고 있다. 이들 곤충은 먹이섭취 습성에 따라 식물성 섭취

(식식성, 균식성, 미식성) 곤충과 동물성 섭취(포식성, 기생성, 

육식성, 시식성) 곤충으로 크게 2부류로 나뉜다(19). 동물성 

섭취 곤충 중 포식성 곤충은 살아있는 해충을 잡아먹는 “천적 

곤충”으로 무당벌레, 풀잠자리, 노린재, 등에류 등이 대표적으

로 꼽히고 있다(20). 

우리나라는 1980년대 이후 농작물 해충 방제에 적극적으로 

대처하면서 식량 증산에 큰 발전을 이루었지만, 농약 사용 증
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가에 따른 인축독성, 환경오염, 잔류독성, 해충의 약제저항성 

발달 등 부작용으로 폐해가 심각해지면서 친환경 농업의 필요

성이 대두되기 시작했다. 해충방제 효과가 우수한 생물농약과 

천적 곤충을 이용한 친환경 생명소재 산업에 관한 연구가 활

발하게 진행되면서 시설작물에 심한 피해를 주고 있는 점박이

응애, 온실가루이, 진딧물, 총채벌레 등과 같은 해충의 천적곤

충의 탐색과 대량 증식에 관한 기술 개발 등 친환경 생물방제 

산업이 활발히 추진되고 있다. 생물적 방제에 이용되고 있는 

천적 곤충으로는 무당벌레, 풀잠자리, 노린재 등 약 140여 종

이 알려져 있다(9, 12).

특히 무당벌레(Harmonia axyridis)는 딱정벌레목(Coleoptera) 

무당벌레과(Coccinellidae)에 속하는 곤충으로 국내에서는 우
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리들 생활주변에서 가장 흔히 볼 수 있는 천적곤충 중의 하나

이다. 무당벌레가 속해있는 무당벌레과에는 전 세계적으로 약 

490속 4,200여 종이 기록되어 있으며(11), 특히 무당벌레는 

진딧물을 포식하는 중요한 천적 중 하나로 우리 나라에 13속 

74종이 보고되었으며, 북미대륙에는 400여 종, 유럽에는 110

종이 분포하고 있는 것으로 보고되고 있다(9, 11). 무당벌레는 

진딧물을 포식하는 주요 천적일 뿐만 아니라 깍지벌레, 온실

가루이 등을 포함한 여러 해충들을 포식하므로 해충의 생물적 

방제에 활용 가능성이 매우 높은 곤충 종으로 오래 전부터 각

광받고 있다(6, 13, 15, 22, 27). 

최근 천적 곤충 탐색과 더불어 곤충 장내에 공생하는 미생

물을 중요한 생물자원으로 인식하고 이를 생명산업의 유용한 

바이오소재로 활용하고자 하는 움직임이 매우 활발해지고 있

으며(28), 국내외에서 곤충 장내미생물이 생산하는 다양한 종

류의 유용 효소 및 유용 유전자원을 이용한 미생물농약 후보

물질, 미생물유래 항생물질, 곤충 유인성 페로몬 개발 등에 많

은 연구를 진행해 왔다(1, 2, 10, 16, 24, 25, 32, 33).

곤충장내미생물은 숙주 곤충의 식이습관을 유지시켜 공통

진화(co-evolution)하는 특성 때문에 곤충의 성장에 매우 중요

한 역할을 수행하고 있다. 기존 곤충에 공생하는 미생물에 관

한 연구는 딱정벌레, 무당거미, 흰개미 등 매우 다양한 곤충에

서 발견되고 있으며, 곤충의 장내 미생물로 Acinetobacter, 

Bacillus, Enterobacter, Hafnia, Pseudomonas 그리고 Serratia 

등이 보고되었다(3, 4, 8, 18, 22, 33). 또한, 국내산 무당거미

(Nephila clavata) 장내미생물 Serratia proteamaculans HY-3 

균주로부터 고효율 단백질분해효소(Arazyme)를 분리하고 산

업화한바 있다(1, 2, 14, 16, 26). 반면, 무당벌레의 경우, 포식

성 먹이성장과 생식활동 특성에 따라 독특한 바이오매스를 이

용하는 다양한 미생물 유전 자원이 분포할 것으로 판단되나, 

이에 대한 연구가 아직 미흡한 실정이다. 본 연구에서는 대표

적인 포식성 천적 곤충 무당벌레를 채집하여 이들 소화기관 

내에 서식하는 우점 장내세균을 순수분리하고 계통학적 특성

을 밝혀 미생물 유전자원 다양성 확보를 위한 기초 자료를 제

공하고자 하였다.

재료 및 방법

무당벌레 채집 및 소화기관 채취

전북 김제(JK)와 충남 금산(CK) 지역에서 채집한 무당벌레

(H. axyridis) 성충과 충남대학교 응용생물학과 곤충생리실험

실(CJ)에서 누대 사육중인 무당벌레 4령의 유충을 분양 받아 

본 실험에 사용하였다. 수집된 무당벌레는 온도 25°C±5°C, 

광조건 16L:8D, 상대습도 50-60% 조건에서 누대 사육하였으

며, 성충과 유충을 -20°C에 5분간 절식 시킨 후 70% 에탄올

에 2분간 표면소독을 한 후 현미경(×40) 하에서 곤충을 해부

하고 전장(foregut), 중장(midgut), 후장(hindgut)으로 연결된 

소화기관을 무균적으로 분리하였다. 분리된 무당벌레 소화기

관은 10% saline EDTA 용액 1 ml에 넣고 4°C에 보관하였다. 

장내세균의 순수분리

채집된 3마리의 무당벌레 소화기관시료를 각각 믹서(VWR 

disposable pellet mixers and cordless motor V7338)를 이용

하여 2분간 파쇄시킨 후 균질액을 멸균수 9 ml에 10
1-106으로 

순차적으로 희석하였다. 희석된 무당벌레 소화기관 시료는 

NA 배지(Nutrient agar, Difco, USA)에 접종하였다. 호기배양

의 경우, 28°C에서 7일간 배양하고 혐기 배양의 경우, CO2 

gas pack (GasPak EZ Anaerobe Container System, BD, 

USA)을 넣어 산소를 차단한 후에 28°C에서 30일간 배양 한 

후 평판배지에 형성된 집락을 순수분리 하였다. 

장내세균의 계통해석

16S rRNA의 PCR 증폭을 위해 Escherichia coli 16S 

rRNA 부분의 conserved sequence를 기초로 한 27F (5′-AGA 

GTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 프라이머와 1492R (5′-AAG 

GAGGTGATCCAGCCGC-3′) 프라이머를 이용하였다. 추출

된 DNA 1 μl (50 ng/μl)에 27 forward 프라이머, 1 μl; 1492 

reverse 프라이머, 1 μl; EF-Taq polymerase (Solgent Co., 

Korea), 0.25 μl; dNTP, 1 μl; 10× buffer, 5 μl; band doctor, 

5 μl; H2O, 35.75 μl를 0.2 ml PCR 반응 tube에 넣고 잘 혼

합한 후, 95°C에서 5분간 반응한 다음 94°C, denaturation 30

초, 55°C, annealing 40초, 72°C, extention 1분을 30회 반복

하고, 72°C에서 5분간 final extention의 조건으로 PCR (Gene 

AMP PCR System 9700, Applied Biosystems, USA) 반응을 

실시하였다. PCR 증폭산물은 0.8% 아가로스 젤, 0.5× TBE 

buffer (0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA)에서 100 V, 

25 mA로 30분 전기영동한 다음, 10 mg/ml EtBr (ethidium 

bromide)로 15분간 염색하여 UV하에서 증폭여부를 확인하고, 

QIAquick® PCR Purification kit (QIAGEN Inc., Germany)

를 이용하여 정제하였다. 정제된 16S rRNA 유전자 PCR 증

폭 산물은 27F 프라이머를 사용하여 ABI PRISM BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied 

Biosystems, USA)로 cycle sequencing을 수행한 후, ABI 

PRISM 3700 Genetic Analyser (Applied Biosystems)로 500 

bp 이상의 염기서열을 결정하였다(21). 결정된 16S rRNA 유전

자 염기서열은 GenBank에 등록하여 등록번호(GenBank accession 

nos. HQ876709- HQ876759)를 부여받았다. 각 균주의 염기

서열은 RDP (http://rdp.cme.msu.edu/)에서 계통군을 확인하고 

NCBI/RDP/ DDBJ GenBank database의 BLAST program을 

이용하여 16S rRNA 유전자 염기서열 상동성을 분석하였다. 

계통수 작성은 CLUSTAL X program으로 multiple sequence 

alignment한 후, MEGA 4.0을 사용하였으며(29), NIPALS 

algorithm을 기초로 한 PhyloMode 프로그램의 PCA (principal 

component analysis)를 이용하여 계통분류학적 유연관계를 분

석하였다(23). 

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)

무당벌레(H. axyridis) 소화기관으로부터 분리한 혐기성세

균 DNA의 16S rRNA 유전자를 증폭하여 제한효소 HaeIII를 
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Table 1. Colony morphology of aerobic and anaerobic gut microbes isolated from digestive organs of H. axyridis

Colony
type

Bio 
type

Colony morphology
No. of isolates

Form Elevation Margin Color

I aerobic Cir Con En Y 9

II aerobic Cir Pu En Y 1

III aerobic Fil Fl Fil W 9

IV aerobic Cir Con En W 10

V aerobic Cir Pu En P 2

VI aerobic Cir Ir Um Br 1

VII aerobic Cir Pu En Y 2

VIII anaerobic Cir Con En W 40

IX anaerobic Cir Pu En W 37

X anaerobic Cir Con En Y 4

Total 116

Cir, Circular; Con, Convex; En, Entire; Fil, Filamentous; Fl, Flat; Ir, Irregular; Pu, Pulvinate; Um, Umbonate; Br, Brown; P, Pink; W, White; Y, Yellow

처리하여 나타난 band 절단 양상을 분석하였다. PCR 산물 15 

μg, 10× Buffer 2 μl, Enzyme (500 unit) 1.5 μl, DW 1.5 μl

를 반응 tube에 넣은 후 37°C에서 12시간 반응시켰다. 제한효

소를 처리한 산물은 3% 아가로스 젤(1× TAE buffer; 40 mM 

trisacetate, 1 mM EDTA)을 사용하여 100 V, 300 mA로 1시

간 30분 동안 전기영동한 후 EtBr로 20분간 염색하여 Gel 

documentation system (Bio-Rad, USA)의 UV 하에서 제한효

소의 절단 양상을 확인하였다. 확인된 band의 pattern은 GelQuest 

program (version 2.3.3; Klein Raden, Germany)을 이용하여 

제한효소에 의해 절단된 단편(restriction fragment; RF) 양상

을 비교 분석하고 UPGMA 형태의 dendrogram을 작성하였다

(31). 

결과 및 고찰

무당벌레 장내세균의 집락 특성 및 순수분리

각 지역에서 수집한 무당벌레(JK, CK, CJ)로부터 채취한 

소화기관 시료를 희석평판법에 의거하여 NA 평판배지에 접종

한 후 호기배양과 혐기배양을 통하여 장내세균의 밀도를 조사

한 결과, 호기배양의 경우 6.0×104 CFU/gut을 나타내었으며, 

혐기배양 결과 8.0×106 CFU/gut로 계수되었다. 호기적 조건

에서 배양한 후 평판배지상에 형성된 집락의 형태(외형, 융기, 

가장자리형태, 색깔)를 해부현미경을 사용하여 관찰한 결과 

총 7가지 집락 형태로 분류되었다: Type I (circular, convex, 

entire, yellow), type II (circular, pulvinate, entire, yellow), 

type III (filamentous, flat, filamentous, white), type IV 

(circular, convex, entire, white), type V (circular, pulvinate, 

entire, pink), type VI (circular, irregular, umbonate, brown) 

그리고 type VII (circular, pulvinate, entire, yellow). 또한 혐

기적 조건에서 배양된 평판배지상에 형성된 세균 집락은 총 3

종류: type VIII (circular, convex, entire, white), type IX 

(circular, pulvinate, entire, white), type X (circular, convex, 

entire, yellow)가 관찰되어 형태적으로 매우 유사한 특징을 

나타내었다(Table 1). 본 연구에서는 호기배양을 통하여 34균

주와 혐기배양을 통하여 82균주, 총 116균주의 무당벌레 장내

세균을 순수분리하였다.

무당벌레 소화기관에서 분리된 호기성 세균의 계통학적 특성

무당벌레 소화기관으로부터 분리된 호기성 세균 34균주를 

대상으로 16S rRNA 유전자 염기서열을 해석하고 PCA를 통

하여 계통학적 특성을 확인한 결과, α-Proteobacteria (3균주), 

γ-Proteobacteria (2균주), Firmicutes (24균주), Actinobacteria 

(4균주) 그리고 Deinococcus-Thermus (1균주) 계통군으로 분

류되었다. 무당벌레 소화기관 내 주요 계통군으로 밝혀진 

Firmicutes 계통군 내에는 10균주가 Bacillus thuringiensis 

ATCC 10792T와 99%-100% 상동성을 나타내었고, 13균주가 

Staphylococcus 속에 속하는 균주로 S. epidermidis ATCC 

14990T, S. xylosus ATCC 29971T, S. sciuri subsp. sciuri 

DSM 20345T, S. chonii subsp. cohnii ATCC 29974T, S. 

warneri ATCC 27836T 그리고 S. hominis subsp. hominis 

DSM 20328T와 99%-100%의 상동성을 나타내어 무당벌레 소

화기관내 우점 세균임이 밝혀졌다. 이들 B. thuringiensis와 

Staphylococcus 속의 다양한 종은 JK, CK 및 CI 무당벌레 소

화기관에서 모두 공통적으로 분리되었다(Fig. 1). 이상의 결과

로부터 진딧물을 포식하는 무당벌레 소화기관 내에는 Bacillus 

속과 Staphylococcus 속의 다양한 계통군이 공통적으로 서식하

고 있는 것으로 관찰되었다.

Kwok과 Chow (17)는 Staphylococcus 속 주요 39종의 16S 

rRNA 유전자와 hsp60 유전자 염기서열을 기초로 2개의 그룹

으로 대분류하고, group 1에 속하는 균주는 5개로 세분류하여 

계통학적 특성을 밝힌바 있다. 현재 LPSN (list of prokaryotic 

names with standing in nomenclature, http://www.bacterio. 

cict.fr/)에 Staphylococcus 속의 표준균주로 43 종, 21 아종이 

보고되고 있다. 본 연구에서는 Staphylococcus 속의 표준균주 

56균주의 16S rRNA 유전자와 Staphylococcus 속에 속하는 

분리균주 13균주의 16S rRNA 유전자를 기초로 계통수를 작
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Fig. 1. PCA of 16S rRNA sequences of gut microbes isolated from digestive organs of Harmonia axyridis. CI, sample collected 
from Lab. of insect physiology, Chungnam Univ.; CK, sample collected from Gimje, Jeonbuk; JK, sample collected from 
Geumsan, Chungnam.

성하고 Kwok과 Chow (17)가 제안한 16S rRNA 유전자 계통

군과 비교한 결과, 모든 균주는 2개의 그룹으로 대분류 되었

으며 분리균주 Staphylococcus 속 13균주는 group I에 9균주, 

group II에 4균주 속하는 것으로 확인되었다. Group I에 속하

는 균주는 S. xylosus와 S. chonii subsp. cohni를 포함하는 

group I-a과 S. saprophyticus subsp. bovis를 포함하는 group 

I-b, S. hominis subsp. hominis, S. hominis subsp. novobio-

septicus, S. epidermidis와 S. warneri를 포함하는 group I-c로 

세분화되었다. 이상의 결과로부터 무당벌레 소화기관내에는 

Staphylococcus 속의 다양한 종이 분포하고 있음이 확인되었

다(Fig. 2).

Staphylococcus 속에 속하는 균주 중 S. aureus와 그 외 

CNS (coagulase negative staphylococci)는 세균성 식중독 및 

질병 유발 미생물로 보고되고 있다(5, 7, 30). 이들 균주들은 

Staphylococcus 계통군 내 group I-b, group I-c, group I-d, 

group I-e 그리고 group II에 다양하게 분포하였으며, 본 연구

에서 분리된 Staphylococcus 속 13균주 중 9균주가 같은 계통

군에 속하는 것으로 나타났으며, 16S rRNA 유전자 상동성 

98.7%-100%의 높은 상동성을 나타내었다. 추후, 이들 균주들

에 대한 병원성 여부를 밝히는 연구가 매우 중요할 것으로 판

단되었다. 

무당벌레 소화기관에서 분리된 혐기성 세균의 계통학적 특성

무당벌레 소화기관에서 분리된 혐기세균의 콜로니 형태가 

매우 유사한 특징을 나타내어 16S rRNA 유전자 염기서열 해

석을 위한 대표균주를 선발하기 위하여 ARDRA (amplified 

ribosomal DNA restricrion analysis) 패턴양상을 비교하였다. 

무당벌레로부터 분리된 혐기세균 86균주 중 16S rRNA 유전

자가 성공적으로 증폭된 68균주를 대상으로 제한효소(HaeIII)

를 처리한 후 각 16S rRNA의 절편양상을 GelQuest 프로그램

을 이용하여 혐기성 세균간의 계통분류학적 유사도를 비교하

였다. 이들 균주의 유사도 70%에서 grouping한 결과, 17개의 

서로 다른 ARDRA 패턴 양상으로 분류되었다. 각 ARDRA 

group에 속하는 OTUs를 Table 2에 나타내었다. ARDRA 패

턴 분석을 통하여 선발된 17개의 대표 혐기성세균의 16S 

rRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과, 모두 γ-Proteobacteria 

계통군에 속하였으며 Enterobacteriaceae와 Pseudomonadacea 

두 개의 family가 존재하는 것으로 확인되었다. Enterobacteri-

aceae에 속하는 균주는 6개의 ARDRA group (group 1, 

group 2, group 8, group 14, group 16, group 17)의 31균주

가 Hafnia alvei ATCC 13337T와 99.5%-100%의 높은 상동

성을 나타내었으며, 8개 ARDRA group (group 3, group 4, 

group 6, group 9, group 10, group 11, group 13, group 15)

의 29균주가 Enterobacter ludwigii DSMZ 16688T와 99.8%- 
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Fig. 2. Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences of 13 gut microbes isolated from digestive organs of Harmonia 
axyridis and 56 validly described Staphylococcus species or subspecies.

100%의 높은 상동성을 나타내었다. Group 12에 속하는 4균

주는 Enterobacter kobei와 99.3%의 상동성을 갖는 것으로 확

인되었다. H. alvei ATCC 13337T와 E. ludwigii DSMZ 

16688T의 경우, 서로 다른 ARDRA group들로 분류되는 것으

로 확인되었다. 이와 같은 DNA fingerprinting 기법의 한계점

을 극복하기 위해서는 다양한 제한효소와 DNA 다형성을 분

석할 수 있는 적절한 software의 활용되어야 할 것으로 판단

되었다. 

Pseudomonadacea에 속하는 균주의 경우, Group 5의 2균

주는 P. oryzihabitans IAM 1568T와 99.1%, group 7의 2균주

는 P. koreensis Ps 9-14T와 100%의 상동성을 나타내었다. 이

상의 결과로부터 무당벌레 소화기관에서 분리된 모든 혐기성 

장내세균은 γ-Proteobacteria 계통군에 속하였으며 Entero-

bacter 속에 속하는 균주와 Hafnia 속에 속하는 균주가 우점 

세균군으로 확인되었다(Table 2). 

무당벌레 소화기관에서 분리된 장내세균의 계통학적 다양성

무당벌레 소화기관으로부터 분리된 호기성 세균 34균주와 

혐기성 세균 68균주 총 102균주의 계통학적 특성을 검토한 

결과, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria 그리고 
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Table 2. 16S rRNA gene sequencing of representative anaerobic gut microbes of each ARDRA group

Isolates
Accession 

no.

Taxonomic affiliation
Closest microorganisms (Accession no.)

Similarity 
(%)

ARDRA
group

OTUs
Class Family

SB5 HQ876743 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59155) 99.51 1 6

SB12 HQ876744 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59156) 100 2 3

SB9 HQ876750 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59157) 100 8 3

SC6 HQ876756 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59158) 100 14 3

PB8 HQ876758 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59159) 100 16 7

SB8 HQ876759 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Hafnia alvei ATCC 13337
T
 (M59160) 100 17 9

SAJ10 HQ876745 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853891) 100 3 3

SC11 HQ876746 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853892) 100 4 2

SAJ16 HQ876748 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853893) 100 6 8

SAJ13 HQ876751 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853894) 100 9 1

PAJ6 HQ876752 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853895) 100 10 3

SAJ7 HQ876753 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853896) 100 11 1

SAJ9 HQ876755 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853897) 99.8 13 8

SC5 HQ876757 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter ludwigii DSMZ 16688
T
 (AJ853898) 100 15 3

PB20 HQ876754 γ-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter kobei CIP 105566
T 

(AJ508301) 99.29 12 4

SAJ4 HQ876747 γ-Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568
T
 (D84004) 99.12 5 2

PB17 HQ876749 γ-Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas koreensis Ps 9-14
T 

(AF468452) 100 7 2

Deinococcus-Thermus의 4개의 계통군으로 분류되었다. 이들 

장내세균의 계통수를 작성한 결과, Rhodocista 속과 Methylo-

bacterium 속을 포함하는 α-Proteobacteria 계통군, Entero-

bacteria 속, Pseudomonas 속 그리고 Hafnia 속을 포함하는 γ
-Proteobacteria 계통군, Staphylococcus 속과 Bacillus 속을 

포함하는 Firmicutes 계통군, Micrococcus 속과 Kocuria 속을 

포함하는 Actinobacteria 계통군 그리고 Deinococcus-Thermus 

계통군이 확인되었다(Fig. 4). 특히, 무당벌레 소화기관으로부

터 분리된 전체 장내세균의 약 70%가 γ-Proteobacteria에 속

하였으며, 23%가 Firmicutes 계통군으로 무당벌레 소화기관 

내 주요 계통군임이 확인되었다. γ-Proteobacteria 계통군에 

속하는 세균군은 E. ludwigii, E. kobei 를 포함하는 Cluster I, 

H. alvei를 포함하는 Cluster II, P. oryzihabitans와 P. koreensis

를 포함하는 Cluster III 그리고 Enhydrobacter aerosaccus를 

포함하는 Cluster IV로 4개의 cluster로 세분화되었다.

본 연구를 통하여 확보된 무당벌레 장내세균 중 α-Proteo-

bacteria 계통군, Firmicutes 계통군 및 Actinobacteria 계통군

에 속하는 장내세균은 모두 호기 배양을 통해 순수분리 되었

다. 한편, γ-Proteobacteria 계통군에 속하는 균주 중 Enhydro-

bacter aerosaccus 2균주만 호기 배양을 통해 분리되었으며, 

Cluster I, Cluster II, 그리고 Cluster IV에 속하는 모든 균주

가 혐기배양을 통해 분리되었다. 따라서 곤충 소화기관으로부

터 다양한 미생물 유전자원을 성공적으로 분리하기 위해서는 

호기적 배양 및 혐기배양을 통해 성공적으로 확보할 수 있음

으로 판단되었다. 

본 연구에서 분리된 다양한 무당벌레 장내 미생물은 미생

물 유전자원 다양성 확보차원에서 큰 의의가 있으며, 바이오

매스 처리 및 재활용을 목적으로 하는 white biotechnology 

산업분야 등 곤충 장내 서식하는 공생미생물 응용 분야에 중

요한 정보를 제공할 수 있을 것으로 판단된다. 

적요

각 지역에서 수집한 무당벌레(JK, CK, CJ)의 소화기관을 

채취하여 장내세균의 밀도를 조사한 결과, 호기배양의 경우 

6.0×104 CFU/gut, 혐기배양 결과 8.0×106 CFU/gut로 계수되

었다. 호기적 조건에서 배양된 세균 집락은 총 7가지 형태로 

분류되었으며, 혐기적 조건에서 배양된 집락은 총 3가지 형태

로 유사한 특징을 나타내었다. 무당벌레 각 소화기관으로부터 

호기성세균 34균주와 혐기성세균 82균주, 총 116균주의 장내

세균을 순수분리하였다. 호기성 세균 34균주를 대상으로 16S 

rRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과, α-Proteobacteria (3균

주), γ-Proteobacteria (2 균주), Firmicutes (24 균주), Actino-

bacteria (4 균주) 그리고 Deinococcus-Thermus (1균주) 계통

군으로 분류되었다. Firmicutes 계통군의 Bacillus thuringiensis

와 Staphylococcus 속의 다양한 종은 JK, CK 및 CI 무당벌레 

소화기관에서 모두 공통적으로 분리되었다. 형태적으로 유사

한 혐기세균의 16S rRNA-ARDRA 패턴양상을 분석하여 유

사도 70%에서 비교한 결과, 17개 ARDRA group으로 분류되

었다. 각 ARDRA group에 속하는 대표 혐기성세균의 16S 

rRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과, 무당벌레 소화기관에

서 분리된 모든 혐기성 장내세균은 γ-Proteobacteria 계통군에 

속하는 것으로 나타났으며 Hafnia alvei, Enterobacter 

ludwigii, Enterobacter kobei, Pseudomonas oryzihabitans 그

리고 Pseudomonas koreensis와 높은 유연관계를 갖는 것으로 

확인되었다. 무당벌레 소화기관으로부터 분리된 전체 장내세

균의 약 70%가 γ-Proteobacteria 계통군에 속하였으며, 23%

가 Firmicutes 계통군으로 무당벌레 소화기관 내 주요 계통군
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Fig. 3. Phylogenetic tree showing the affiliations of the 16S rRNA gene sequences determined for 102 isolates collected from 
digestive organs of H. axyridis.

임이 확인되었다.
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