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국내에서 양식되는 어류의 주요 세균성 질병

은 Edwardsiella tarda에 의한 에드워드병, Lacto-

coccus garviae, Streptococcus iniae, S. parauberis

에 의한 연쇄구균병 및 Vibrio harveyi, V. ichthy-

oenteri, V. ordalii, Listonella anguillarum, V. para-

haemolyticus, V. vulnificus 등에 의한 비브리오증

이다 (김 등, 2006). 

비브리오증의 원인체 중의 하나인 V. harveyi

는 무척추 동물인 새우류에 감염되는 lumines-

cence Vibrio로 알려져 있으며, larval stage 또는

post larval stage에 감염되어 100% 폐사를 일으

키는 심각한 질병의 하나로 알려져 있고

(Sunaryanto and Malium, 1986; Lavilla-Pitogo et

al., 1990) 척추동물인 양식 넙치에 감염되어 폐

사를 일으킨다고 알려져 있다 (Alvarze et al.,

1998; 원 등, 2006). 

세균성 질병의 단독 또는 혼합감염은 항생제

를 사용하여 치료하는 경우가 대부분이나 이것

은 항생제 오∙남용으로 인한 내성균 발생

(Karunasagar et al., 1994)과 환경오염 (Kerry et

al., 1995) 등 2차적인 문제가 발생할 수 있기 때

문에 치료보다는 예방이 중요하며 전염병 예방

을 위해서는 질병을 일으키는 원인 병원체에 대

한 정확한 이해와 분류가 필요하다.  

Haemolysin 등의 독소를 포함한 ECP, 균체항

원, 협막항원, 편모항원 및 기타 항원인자 등의
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독성인자들에 대한 연구는 질병예방을 위해 필

요한데 (Santos et al., 1995; Balebone et al., 2005),

질병 예방을 위해 어류에 백신을 접종한 어류에

서 새로운 혈청형의 세균이 분리되는 경우가 보

고되고 있다. 이스라엘에서 S. iniae에 의한 연쇄

구균증을 예방하기 위해 백신을 접종한 무지개

송어 (Oncorhynchus mykiss)에서 분리된 S. iniae

는 PCR과 혈청학적 방법에 의해 새로운 혈청형

으로 구분되었다 (Bachrach et al., 2001). 스페인

에서 V. vulnificus serovar E에 대한 백신을 접종

한 뱀장어에서 새로운 혈청형인 serovar A의 V.

vulnificus가 분리되어 (Fouz and Amaro, 2003) 세

균의 면역학적인 분류와 특성조사는 효과적인

백신의 제조에 있어 매우 중요한 문제이다.

세균의 혈청학적 분류는 균체항원, 협막항원,

편모항원 및 기타 항원에 의해 구분되고, 이런

항원들은 역학조사나 종의 세분화 및 균 동정에

이용된다 (Park et al., 1983; Obata-Yasuoka et al.,

2002). V. parahaemolyticus의 혈청형은 균체항원

과 협막항원의 조합으로 분류되기도 하며 (Gil

et al., 2007), Vibrio는 고체배지에서 swarming 운

동에 관여하는 larteral flagella에 의하여 혈청형

이 구분되기도 한다 (Shinoda et al., 1992).

세균성 질병을 예방하기 위한 백신의 대상 균

주를 선정하기 위하여 세균의 혈청학적 검토와

세균 종 내의 공통항원 유무를 확인하는 것이

필요하므로 생화학적, 혈청학적 방법과 세균의

세분에 이용되는 SDS-PAGE (Pizzutto and Hirst,

1995)와 western blotting으로 확인되는 항원성을

갖는 단백질의 비교로 어류에서 분리되는 V.

harveyi를 분류하고자 하였다. 

재료및방법

Vibrio harveyi의생화학적성상비교

넙치 등 국내 양식 어류에서 분리된 V. harveyi

(Table 1)와 표준균주 KCCM40866 (=ATCC1412

6)를 1% NaCl이 첨가된 BHIA (Brain Heart Infu-

sion Agar, Difco) 배지에서 25 ℃, 24시간 배양한

후 API 20E kit (bioMerieux, France)를 사용하여

생화학적 성상을 비교하였다. 실험방법은 순수

배양된 집락을 제조사의 방법에 따라 스트립에

오윤경∙김명석∙박명애∙김진우∙조지영∙정현도

Table 1. Isolates of Vibrio harveyi used in this study

Strains
Isolated 

Source Geographical location
color of colony

Year on TCBS* 

E05003 2002 red seabream(Pagrus major) Tongyeong green

E05005 2002 red seabream(Pagrus major) Tongyeong green

E05006 2002 red seabream(Pagrus major) Tongyeong green

E05007 2002 red seabream(Pagrus major) Tongyeong green

E05008 2002 black rock fish(Sebastes inermis) Tongyeong yellow

E05009 2002 rock fish(Sebastes schlegeli) Tongyeong yellow

C05011 2002 flathead mullet(Mugil cephalus) Tongyeong yellow

A05022 2003 olive flounder(Paralichthys olivaceus) Wando yellow

FP4110 2004 olive flounder(Paralichthys olivaceus) Jeju green

FP4138 2004 olive flounder(Paralichthys olivaceus) Ulsan yellow

FP5201 2005 rock fish(Sebastes schlegeli) Tongyeong yellow

* : Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose agar
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접종하고, 25 ℃에서 24시간 동안 배양한 후 결

과를 판정하였다.

분리균주의배양조건에따른발육시험

분리균주의 성장에 미치는 pH, NaCl 농도, 온

도의 영향을 조사하였다. pH의 영향을 조사하기

위하여 1N NaOH와 1N HCl을 첨가하여 pH 4, 7,

9로 제작한 BHIB (Brain Heart Infusion Broth,

with 1 % NaCl)에 분리균주를 접종하여 25 ℃에

서 24시간 동안 배양한 후 관찰하였다. 세균의

성장에 미치는 NaCl의 영향을 알아보기 위하여

BHIA에 NaCl을 첨가하여 NaCl 농도가 1.5, 2.5,

3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5, 9.5, 10.5 %가 되도록 조

절한 후 분리균주를 도말하여 24시간 배양한 후

관찰하였다. 온도의 영향을 확인하기 위하여 1 %

NaCl을 첨가한 BHIA에 V. harveyi를 도말하여

10, 15, 25, 35, 45 ℃에서 24시간 배양 후 집락을

관찰하였다. 

FKC (Formalin Killed Cell)과 HKC (Heat Killed

Cell) 제작

FKC는 분리균주 FP4138, E05003, C05011와

참조균주 KCCM40866을 3 % NaCl이 첨가된

BHIB에 접종하여, 25 ℃에서 24시간 동안 배양

한 후 생리식염수에 현탁하고 최종적으로 0.3 %

가 되도록 37 % formaldehyde을 첨가하였다. 이것

을 4 ℃에서 24시간 동안 유지시키고 7,000 rpm

에서 15분간 원심분리하여 0.02 % sodium azaide

가 첨가된 생리식염수에 현탁하고 100 ㎎/㎖의

습중량으로 맞춘 후 4 ℃에 보관하였다.

HKC는 3 % NaCl이 첨가된 BHIA에 도말하여

25 ℃에서 24시간 동안 배양된 V. harveyi를 생

리식염수에 현탁하여 100 ℃에서 15분 동안 가

열하고 원심분리하였다 (Abbott et al., 1980). 회

수된 균을 0.02 % sodium azaide가 첨가된 생리

식염수에 현탁하여 농도를 100 ㎎/㎖로 맞춘 후

사용할 때까지 4 ℃에서 보관하였으며 1주일 안

에 사용하였다.

V. harveyi에대한토끼의 polyclonal antibody제작

제작된 4 종류의 FKC를 FCA (Freund‘s Adju-

vant Complete, Sigma)와 1:1로 혼합하여 농도를

50 ㎎/㎖로 맞춘 후 건강한 토끼의 피하에 2㎖

씩 주사하였다. 2주 후 동량의 FIA (Freund's Ad-

juvant Incomplete, Sigma)와 혼합한 FKC를 동일

한 방법으로 주사한 다음, 다시 2주 후 동량의

FKC를 멸균된 생리식염수와 1:1로 혼합하여 주

사하였다. 마지막 주사 후 2주째에 토끼의 심장

에서 채혈하여 실온에서 1시간 유지하고 4 ℃에

서 overnight 시킨 후 6,000 rpm에서 10분간 원

심 분리하여 혈청을 분리하였고 사용할 때까지

-80 ℃에서 보관하였다. 

Slide agglutination

슬라이드 글라스에 V. harveyi에 대한 토끼 항

혈청을 25 ㎕ 떨어뜨리고 V. harveyi HKC 또는

FKC를 25 ㎕ 떨어뜨린 후 잘 섞어 30초 이내에

응집 형성 유무를 확인하였다. 

SDS-PAGE

3% NaCl이 첨가된 BHIB와 BHIA에 접종하여

25℃에서 24시간 배양한 V. harveyi를 생리식염

수에 현탁하여 흡광도 600 nm에서 2.0으로 조절

하여 균수를 일정하게 조절하였다. 30초 간격으

로 10분간 sonicate한 다음 2× sample buffer

(0.12 M Tris-HCl, 4 % SDS, 20 % glycerol, 5 mM

2-mercaptoethanol)와 1:1로 혼합 후 100 ℃에서

10분간 끓여서 준비하였다. 12 % SDS-polyacry-

lamide gel에 준비된 시료를 15 ㎕씩 loading하고

100 V에서 2시간 동안 전기영동하였다. 전기영

동이 끝난 gel은 Coomassie brilliant blue R-250으

로 염색하고 탈색하여 관찰하였다. 

Immunoblotting analysis

SDS-PAGE한 gel에 Nitricellulose membrane

(NC) paper (Amersham Biosciences, Germany)를

얹어서 100 V에서 1시간 동안 transformation

해산어류에서 분리된 Vibrio harveyi의 혈청학적 특성과 항원성
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(BIO-RAD)하였고, 그 후 NC paper를 Tween 20

이 포함된 PBS (T-PBS)로 5회 세척한 후 1 %

BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma)로 1시간 동

안 blocking 하였다. T-PBS로 5회 세척한 후 앞서

제작한 4 종류의토끼항혈청을각각 1/100로희석

하여 4 ℃에서 overnight 시킨 후 T-PBS로 5회 세

척하였다. 2차 항체로는 anti-rabbit IgG (Sigma)를

1/5,000로희석하여 1시간동안반응시킨후T-PBS

로 5회 세척하여 BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-In-

dolyl Phosphate, Sigma)와 NBT (Nitro Blue Tetra-

zolium, Sigma)를첨가하여발색시켜관찰하였다. 

면역후방어력조사

평균체중 15 g의 넙치에 FCA와 1:1로 혼합한

V. harveyi C05011 FKC를 10 ㎎/㎏ body weight로

0.1 ml씩 복강 주사하였다. 2주 후 같은 방법으

로 FKC와 FIA를 1:1로 혼합하여 주사하였다.

수온은 25 ℃를 유지하고 1일에 1회씩 사료를

주었다. 항원을 주사한 넙치는 2차 주사 후 2주

일째 인위감염 실험을 실시하였다. 공격 실험은

4개의 균주 FP4138, E05003, C05011, KC-

CM40866를 사용하여 실시하였다. 3.5 % NaCl이

첨가된 BHIA에 도말하여 25 ℃에서 24시간 배

양한 V. harveyi 균주는 생리식염수에 현탁하여

균수를 1×108 CFU/㎖으로 조절하였으며, 넙치

를 MS-222로 마취한 후 세균 현탁액을 0.1 ml씩

10마리에 복강 주사하였고, 수온은 25 ℃를 유

지하였다. 폐사어는 해부 후 신장과 비장으로부

터 균을 분리하여 1 % NaCl이 첨가된 BHIA와

TCBS agar에 도말하여 원인균을 확인하였다. 

결 과

분리균주의생화학적성상

API 20E kit를 사용하여 생화학적 성상을 조사

한 결과 11개의 분리균주와 KCCM40866의 생

화학 성상이 모두 유사하게 나타났다. 모든 12

균주는 ONPG, ADH, H2S, URE, TDA, VP, INO,

RHA, MEL, ARA의 10개 항목에서 음성이었고

ADH, IND, GLU, MAN, AMY, OX의 6개 항목에

서 양성이었다. ODC, CIT, GEL, SOR, SAC의 5

개 항목은 균주별로 차이가 있었다 (Table 2).

분리균주의배양조건에따른발육시험

분리균주의 성장에 영향을 미치는 온도, pH,

NaCl 농도에 관하여 조사한 결과 대부분의 균주

가 25~35 ℃에서 잘 자랐으나 10 ℃, 45 ℃에서

는 자라지 못하였으며 15 ℃에서는 집락을 형성

하였으나 25~35 ℃에 비해 집락의 크기가 작았

다. 모든 균주가 pH 9에서는 증식하였으나 pH 4

에서는 증식하지 못하였다. 염분농도에 따른 발

육실험에서는 대부분의 균주가 7.5 %까지 잘 자

랐으며 8.5 %에서는 E05007과 E05008의 2 균주

가 자랐으나 다른 균주들은 자라지 못하였다

(Table 3). 

Slide agglutination에의한 V. harveyi의구분

FP4138, E05003, C05011, KCCM40866 균주에

대한 토끼 항혈청으로 슬라이드 응집반응을 실

시한 결과 항원으로 live cell을 사용하였을 경우

FP4138, C05011, KCCM40866에 대한 항혈청은

각각 FP4138, C05011, KCCM40866과 응집반응

이 일어났고 다른 균주들과 교차응집이 생기지

않았다. E05003에 대한 항혈청은 FP4110,

E05003, E05005, E05006과 응집반응이 일어났

다. 항원으로 HKC를 사용하여 응집반응을 실

시하였을 때에는 4종류의 항혈청 모두 조사한

V. harveyi 균주에서 응집이 일어났다 (Table 4). 

SDS-PAGE profile

3종의 분리균주 FP4138, E05003, C05011과

KCCM40866에 대하여 SDS-PAGE로 단백질

pattern을 분석하였을 때 34~48kDa 사이에서

luminosense V. harveyi인 KCCM40866에 있는

A3 band를 분리균주는 갖고 있지 않았다. 분리

오윤경∙김명석∙박명애∙김진우∙조지영∙정현도
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균주 사이에도 FP4138의 A1 band는 다른 두개

의 분리균주에서 보이지 않으며 대신 E05003과

C05011에는 조금 작은 크기의 A2 band가 있었

다 (Fig. 1). SDS-PAGE에서 고체배지에서 배양

한 것과 액체배지에서 배양한 것의 band pattern

은 차이가 있었으나 A1, A2, A3 위치에서는 차

이를 구별할 수 없었다 (Fig. 1). 

Immunoblotting analysis

3종의 분리균주 FP4138, E05003, C05011와

KCCM40866에 대하여 각 항체별로 western blot

을 실시한 결과는 26~34 kDa 사이에서 KC-

CM40866과 분리균주 사이에 뚜렷한 차이가 있

었다. FP4138, E05003, C05011은 34 kDa 보다

해산어류에서 분리된 Vibrio harveyi의 혈청학적 특성과 항원성

Table 2. Biochemical characteristics of Vibrio harvayi isolates and reference strain by API 20E system

Test

Strains

FP4110 FP4138 FP5201 E05003 E05005 E05006 E05007 E05008 E05009 C05011 A05022
KCCM
40866

ONPG - - - - - - - - - - - -

ADH - - - - - - - - - - - -

LDC + + + + + + + + + + + +

ODC + - + + + + + + + + + +

CIT + + - + + + + + + + + +

H2S - - - - - - - - - - - -

URE - - - - - - - - - - - -

TDA - - - - - - - - - - - -

IND + + + + + + + + + + + +

VP - - - - - - - - - - - -

GEL - - - + - - - - - + + -

GLU + + + + + + + + + + + +

MAN + + + + + + + + + + + +

INO - - - - - - - - - - - -

SOR + + - + + + - + + + + -

RHA - - - - - - - - - - - -

SAC - - + - - - + + + + + +

MEL - - - - - - - - - - - -

AMY + + + + + + + + + + + +

ARA - - - - - - - - - - - -

OX + + + + + + + + + + + +

ONPG, beta-galactosidase; ADH, arginine dihydrolase; LDC, lysine decarboxylase; ODC, ornithine decarboxylase; CIT,
citrate utilization; H2S, H2S production; URE, urease; TDA, tryptophane desaminase; IND, indole production; VP, acetoin
production; GEL, gelatinase; GLU, glucose fermentation; MAN, mannitol fermentation; INO, inositol fermentation; SOR,
sorbitol fermentation; RHA, rhamnose fermentation; SAC, sucrose fermentation; MEL, melibiose fermentation; AMY,
amygdalin fermentation; ARA, arabinose fermentation; OX, cytochrome-oxidase. 
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Table 3. Physiological characteristics of the Vibrio harvayi isolates and reference strain

Test

Strains

FP4110 FP4138 FP5201 E05003 E05005 E05006 E05007 E05008 E05009 C05011 A05022
KCCM
40866

10 - - - - - - - - - - - -

Temp.
15 + + + + + + + + + + + +

(℃)
25 + + + + + + + + + + + +

35 + + + + + + + + + + + +

45 - - - - - - - - - - - -

4 - - - - - - - - - - - -

pH 7 + + + + + + + + + + + +

9 + + + + + + + + + + + +

1.5~
+ + + + + + + + + + + +6.5

NaCl 7.5 + + + + w* + + + + + + +

(%) 8.5 - - - - - - w + - - - -

9.5 - - - - - - - - - - - -

10.5 - - - - - - - - - - - -

Table 4. Slide agglutination of Vibrio harveyi isolates and reference strain

Live cell HKC

Antisera against Antisera against

FP4138 E05003 C05011
KCCM

Antigen

FP4138 E05003 C05011
KCCM

40866 40866

- +++ - - FP4110 + +++ +++ +

+++ - - - FP4138 +++ ++ +++ ++

- - - - FP5201 ++ ++ +++ +++

- +++ - - E05003 ++ +++ +++ ++

- +++ - - E05005 ++ +++ +++ ++

- +++ - - E05006 + +++ +++ ++

- - - - E05007 +++ + +++ ++

- - - - E05008 ++ +++ +++ ++

- - - - E05009 ++ +++ +++ +++

- - +++ - C05011 +++ +++ +++ +++

- - - - A05022 +++ + +++ +++

- - - +++ KCCM +++ +++ +++ +++
40866

-, no agglutination ; +, weakly agglutination ; ++, middly agglutination ; +++, strong agglutination

* : weak
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작은 B2 band가 major protein이었고 KC-

CM40866은 약 34 kDa 크기의 B1 band가 major

protein이었다 (Fig. 2).

면역후방어력

인위감염 후 면역시킨 실험구에서 2주 동안

한 마리의 폐사도 나타나지 않았으나 대조구는

FP4138, E05003, C05011 균주에 대해 70~100

% 폐사율을 나타냈으며, KCCM40866 균주에

대해서는 폐사가 전혀 나타나지 않았다. 폐사는

1일째부터 시작하여 3일째까지 지속되었으며

그 이후로는 폐사가 나타나지 않았다 (Fig. 3).

고 찰

V. harveyi에 감염된 넙치는 복부팽만, 탈장, 지

느러미 갈라짐 등의 외부증상과 출혈성 복수,

간∙장출혈, 비장위축 등의 내부증상을 나타낸

다고 하였으며 (Soffientino et al., 1999) 우리나라

에서 양식넙치에 감염되어 폐사를 일으키기도

하였으나 (원 등, 2006) 분리균주의 특성 연구는

미흡한 실정이다. 

V. harveyi 분리균주는 비브리오균의 선택배양

에 많이 사용되는 TCBS agar에서 형성되는 집

락의 색깔이 동일하지 않고 일부는 녹색 집락을

형성하며 다른 것들은 노란색 집락을 형성하여

(Table 1) TCBS agar에서의 집락의 색깔로 V. har-

veyi를 추정할 수 없었으며 API 20E kit를 이용한

생화학적 실험에서 균주별로 일부 항목에서 차

이가 있어 (Table 2) V. harveyi 분리균주는 동일

한 표현형이 아니었다. 

V. harveyi는염분농도 0.5~8 %, 배양온도 40 ℃

미만에서 성장할 수 있다고 하였는데 (Ortigosa

et al., 1994) 이번 연구에서도 2개 균주는 8.5 %

에서도 성장하였으나 대부분 NaCl 농도 7.5 %

까지 성장하였고 고염분인 12 %까지 자랄 수 있

는 V. alginolyticus (Ortigosa et al., 1994)와 다르게

9.5% 이상에서는 자라지 못하였다. 이 균주들은

배양온도 15~35 ℃사이에서 성장하였고 pH 9에

서는 모든 균주가 자랐으며 pH 4에서 모든 균주

가 자라지 못하였으나 균주별로 차이가 없어 생

리적인 특성에 의해 V. harveyi 분리균주들 사이

의 차이를 구별할 수는 없었다. 

TCBS agar에서의 성상, 분리지역, 분리어종을

비교하여 3개의 분리균주, FP4138, E05003,

C05011과 참조균주 KCCM40866를 선정하여

혈청학적인 실험을 실시하였다. 분리균주의 혈

청형을 알아보기 위하여 제작된 4종류의 토끼

항혈청으로 슬라이드 응집반응을 실시하였는데

3 % NaCl이 첨가된 BHIA에서 배양된 V. harveyi

와 토끼 항혈청의 슬라이드 응집반응은 FP4138,

C05011, KCCM40866에 대한 항혈청은 각각

FP4138, C05011, KCCM40866과 응집반응이 일

어났고 다른 균주들과 교차응집이 없었다.

E05003에 대한 항혈청은 FP4110, E05003,

E05005, E05006과 응집반응이 일어났는데 이 4

개의 균주들은 TCBS agar에서 녹색 집락을 형

성하는 공통점이 있었고 생화학적 성상도

E05003이 GEL에 양성을 나타내어 다른 3개의

균주들과 차이가 있는 것을 제외하고 모두 일치

하여 아주 유사한 균주들이라고 생각된다.

Aeromonas는 액체배지에서 배양할 때 swim-

ming 운동에 관여하는 polar flagella (M-flagella)

와 고체배지에서 swarming 운동에 관여하는 lat-

eral flagella (L-flagella)의 두 형태의 편모가 존재

한다고 하였는데 (Kirov et al., 2004) Vibrio도 액

체배지에서는 M-flagella가 형성되고 고체배지에

서는 M-flagella와 L-flagella가 모두 형성이 된다

고 하였다 (Shinoda et al., 1985). 이번 연구결과

는 액체배지에서 자란 V. harveyi를 이용하여 토끼

항혈청을 만들었기 때문에 토끼 항혈청에는 L-

flagella에 대한 항체는 없으며 슬라이드 응집반

응은 V. harveyi의 M-flagella와 토끼 항혈청의

M-flagella에 대한 항체 사이의 응집반응이다. 따

라서 V. harveyi는 L-flagella에 의하여 3가지의

혈청형으로 구분된다고 알려져 있으나 (Shinoda

해산어류에서 분리된 Vibrio harveyi의 혈청학적 특성과 항원성
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Fig. 2. Western blot analysis of antigenic protein from Vibrio harveyi. (a), antiserum against FP4138; (b), antiserum against
E05003; (c), antiserum against C05011; (d), antiserum against KCCM40866. Lane M, prestain marker; lane 1, FP4138 cul-
tured on agar media; lane 2, E05003 cultured on agar media; lane 3, C05011 cultured on agar media; lane 4, KCCM40866
cultured on agar media; lane 5, FP4138 cultured in liquid media; lane 6, E05003 cultured in liquid media; lane 7, C05011
cultured in liquid media; lane 8, KCCM40866 cultured in liquid media. B1 indicates the 34 kDa major protein band of
KCCM40866 and B2 indicates the 34 kDa major protein band of C05011.

(a)

(c) (d)

(b)

Fig. 1. Comparison by SDS-PAGE of the protein profiles
of Vibrio harveyi whole cell. Lane M, prestain marker; lane
1, FP4138 cultured on agar media; lane 2, E05003 cultured
on agar media; lane 3, C05011 cultured on agar media; lane
4, KCCM40866 cultured on agar media; lane 5, FP4138
cultured in liquid media; lane 6, E05003 cultured in liquid
media; lane 7, C05011 cultured in liquid media; lane 8,
KCCM40866 cultured in liquid media. A1, A2 and A3
indicate distinguished bands of bacterial protein between
34kDa and 48kDa.

Fig. 3. Cumulative mortality of olive flounder immunized
with a formalin killed Vibrio harveyi C05011 and non-
immunized control challenged with V. harveyi FP4138,
E05003, C05011 and KCCM40866. 
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et al., 1992) M-flagella에 의해서도 여러 혈청형

으로 구분이 될 수 있을 것이라 생각된다. 세균

에 열을 가하여 HKC를 만들게 되면 열에 약한

flagella는 없어지고 열에 안정한 균체항원은 남

게 되는데 (Abbott et al., 1980) 11개 분리균주와

KCCM40866의 HKC는 4개의 토끼 항혈청과 반

응하여 모두 응집반응이 일어나기 때문에 V.

harveyi의 균체항원에 균주들 사이의 공통 항원

이 존재하는 것을 알 수 있었다. 

세균의 혈청형은 많은 종류가 보고되고 있어

대만에서 분리된 3,743개의 V. parahaemolyticus

는 40개의 혈청형으로 구분되었는데 (Chiou et

al., 2000) 이번 연구에서 사용한 4개의 항혈청으

로 V. harveyi의 혈청형을 명확히 구별할 수는 없

었으나 편모항원에 의해 최소 4개의 혈청형이

확인되었고 HKC의 균체항원에 있어서도 항혈

청과 강한 응집반응이 일어나는 균주와 약한 응

집반응이 일어나는 균주가 있어 여러 혈청형이

있을 가능성이 있다고 생각된다. 

균주간의 단백질 성상의 차이를 알아보고자

SDS-PAGE로 단백질 pattern을 분석해본 결과

34~48 kDa 사이의 band에서 균주들 사이에 조

금 다른 pattern을 나타냈다. 새우에서 분리된 V.

harveyi는 42 kDa의 단백질을 갖는 group Ⅰ, 40

kDa의 단백질을 갖는 group Ⅱ 그리고 두개의

단백질을 모두 갖지 않는 기타 group으로 구분

되었는데 (Pizzutto and Hirst, 1995) KCCM40866

에 있는 A3 band를 분리균주는 갖고 있지 않았

으며 분리균주 사이에도 FP4138의 A1 band는

다른 두개의 분리균주에서 보이지 않으며 대신

E05003과 C05011에는 조금 작은 크기의 A2

band가 있어 Pizzutto와 Hirst (1995)의 결과와 유

사하였다. 4종류의 항혈청을 사용한 western blot-

ting에서 균주들 사이의 항원 단백질 profile의

차이를 명확히 구별할 수 있었다. V. harveyi의

항원 단백질은 SDS-PAGE의 결과와 다르게

34~48 kDa 사이에서 균주들 사이의 차이를 확

인할 수 없었다. Western blotting 결과는 26~34

kDa 사이에서 KCCM40866과 세 개의 분리균주

사이에 뚜렷한 차이를 보여 주었는데, 즉, 34

kDa 보다 작은 B2 band가 major protein으로 나

타난 FP4138, E05003, C05011 (group A)과 34

kDa 크기의 B1 band가 major protein 인 KC-

CM40866 (group B)로 2개의 group이 명확히 구

분 되었다. FP4138, E05003과 C05011은 유사한

항원성을 갖는 균주로 확인 되었으나 TCBS 배

지에서의 집락 색깔 (Table 1)과 생화학적 성상

의 차이가 있는 (Table 2) 다른 표현형의 균주들

이므로 SDS-PAGE에 의한 단백질 profile의 차

이도 표현형의 차이라고 생각된다.

Group A에 속하는 세 개의 균주를 넙치에 인

위감염 시켰을 때 폐사가 발생하였으나 KC-

CM40866은 넙치의 폐사를 유발하지 않아 병원

성에 있어서도 두 group 사이에 차이가 있었다.

Group A에 속하는 C05011의 FKC로 넙치를 면

역시킨 후 V. harveyi를 인위감염 시켰을 때 면역

을 시킨 실험구에서 한 마리의 폐사도 나타나지

않아 group A 균주들 사이에는 교차방어 효과가

있었다. 이것은 V. harveyi는 flagella의 편모항원

에 따라 여러 종류의 혈청형으로 구분이 되었지

만 분리균주의 균체항원에 일정 부분의 공통항

원이 있어 V. harveyi에 대한 방어능을 갖게 되는

것으로 생각된다. 

발광능이 있는 것으로 알려진 V. harveyi KC-

CM40866은 발광능을 갖는 luciferase alpha sub-

unit (luxA) gene을 증폭시키는 PCR 법 (Wimpee

et al., 1991)에 의해 양성 산물이 증폭되었으나

FP4138, E05003, C05011 (group A)은 음성으로

나타났다 (data not shown). LuxA gene이 없어

non luminous V. harveyi로 추정되는 FP4138,

E05003, C05011 균주들은 SDS-PAGE와 western

blot의 결과에서 luminous V. harveyi KC-

CM40866과 차이가 있어 luminous V. harveyi와

non luminous V. harveyi는 발광능의 차이와 함께

SDS-PAGE에서의 표현형 및 항원 단백질의 차

이가 있다고 생각된다.

KCCM40866 이외의 goup B에 속하는 균주들

을수집하여비교하지못하였으나최등 (2007)도

해산어류에서 분리된 Vibrio harveyi의 혈청학적 특성과 항원성
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조피볼락에서 luminous V. harveyi는 병원성이 낮

고 non luminous V. harveyi는 병원성이 높다고 하

여 이번 연구와 같이 luminous 표현형에 따라 특

성의 차이가 있으므로 V. harveyi에 대한 항원 단

백질의추가적인연구가필요할것이라생각된다. 

감사의글

이 연구는 국립수산과학원 (양식생물 백신 연

구, RP-2008-AQ-136)의 지원에 의해 운영되었

습니다.

요 약

V. harveyi는 양식산업에서 중요한 해산 양식

어류와 새우류에 많은 폐사를 일으키는 병원체

로 알려져 있다. 본 연구에서는 해산 양식어류

에서 분리된 11개 strain의 Vibrio harveyi의 생화

학적, 생리학적, 혈청학적, 면역학적 특성을 조사

하였다. 생화학적 특성과 TCBS agar에서 집락의

색깔이 달라 표현형의 차이가 있었고 V. harveyi

분리균주들은 편모항원에 의해 4개 이상의 혈청

형으로 구분되었다. 어류에서 분리된 V. harveyi

는 western blotting으로 26~34 kDa 사이에 동일

한 크기의 major protein을 갖는 group A로 구분

되었고 넙치에 대하여 표준균주인 V. harveyi

KCCM40866 보다 강한 병원성을 갖고 있었다.

V. harveyi C05011로 면역 유도된 넙치는 다른

group A 균주를 인위감염 시켰을 때 높은 항병

력을 나타내었다.
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