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전이금속 갈륨(Ga(NO3)3)을 이용한 biofilm을 형성하는 
어류질병세균의 억제
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서 론

우리나라는 1980년대부터 어류양식기술을 도입하여 육성

하였다. 그 중 우리나라의 대표적인 해상양식어류인 넙치는

1989년부터 종묘생산기술이 확립되어 경제성 증대를 위한

고밀도 사육방법으로 양식기술이 보급되어 왔다. 양식 넙치

의 생산력증대는 다각적인 연구 노력으로 2004년 32,141톤,

2009년 56,674톤, 2011년 40,805톤, 2013년 36,944톤,

2014년 42,137톤으로 꾸준히 성장해왔다[14].

국내의 어류 양식 산업은 크게 성장하고 있지만, 양식 도

중 발생하는 어류질병이 양식 산업 발전에 심각한 악 영향

을 미치는 것으로 알려져 있다. 일반적으로 육상수조 양식의

경우 단위 면적당 생산량을 극대화시키기 위해 고밀도 사육

을 하고 있는데, 이러한 고밀도 사육은 증체율 저하 및 각종

질병 발생의 직접적인 원인을 제공하여 폐사에 따른 경제적

손실을 일으킨다[13].

제주 양식넙치의 경우 폐사현황을 보면 2010년 4,519톤

(생산량 21,370톤), 2011년 4,427톤(생산량 22,823톤), 2012년

5,601톤(생산량 24,575톤), 2013년 5,760(생산량 23,002톤),

2014년 6,710톤(생산량 26,283톤), 2015년 6,928톤(생산량

27,142톤)으로 해마다 증가하고 있다. 또한 폐사로 인한 피

해액은 2010년 294억원, 2011년 376억원, 2012년 513억원,

2013년 403억원, 2014년 485억원, 2015년 529억원으로 조

사되었다[18]. 

넙치의 양식과정에서 발생하는 주요 세균성 질병의 원인균

으로 에드워드증(Edwardsiella sp.), 연쇄구균증(Streptococcus

sp.), 비브리오증(Vibrio sp.), 활주세균증(Flexibacter maritimus)

등이 보고되고 있다[10, 15]. 하지만 우리나라의 어류 양식
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산업은 어류질병의 예방보다는 치료위주의 대책으로, 항생

제 및 극약으로 지정된 화학약품 사용으로 인해 항생제 잔

류 독성과 항생제에 대한 저항성 세균 출현과 같은 문제로

소비자들의 불신이 사회적으로 팽배해 있다. 

Biofilm은 세균이 스스로 분비한 다량체 기질(Polymeric

matrix)을 이용하여 다당류 중합체인 EPS (Extracellular

Polymeric Substances)로 둘러 쌓여있다[6, 11]. Biofilm은

주로 단일 세균으로 이루어지나, 다양한 종이 모여 형성하고

그 안에 존재하기도 하며, 그들이 생존하기 위한 이온매개체

로써 3가 이온인 철 이온이 필수적이다[5, 11]. 특히 병원균

에 있어 생체 내에 부착하고 biofilm과 같이 병원성에 관련

되는 작용을 할 때 다량의 철 이온이 필요하게 된다[17, 19].

이러한 미생물의 biofilm은 항생제와 숙주방어에 대한 저항

성이 높기 때문에 억제하는데 어려움이 있다. 

전이금속 갈륨(Ga(NO3)3)은 3가 이온 형태로 수용액상에

존재하며, 고 칼슘 혈증을 치료하는 용도로 사용되고 있으며

생체 내에 안전성을 가지고 있다고 알려져 있다[8]. 이러한

3가 이온 형태의 갈륨이 세균의 철 흡수 기작을 교란하여

biofilm 형성을 억제하는 것으로 사료된다[3, 7]. 

따라서 본 연구에서는 전이금속 갈륨을 이용하여 어류질

병 세균이 생성하는 biofilm을 억제하여 세균을 사멸시키고

자 한다.

재료 및 방법

어류질병세균 확보

제주도 내 넙치 양식장에서 주로 발생하는 Streptococcus

parauberis KCTC 3651 (Sp), Streptococcus iniae KCTC

3657 (Si), Edwardsiella tarda KCTC 12267 (Et)을 생물자

원센터(Korea Collection for Type Culture, KCTC)에서 분

양받았다. 분양받은 균주를 Brain Heart Infusion Agar

(BHIA, Difco., USA)에 접종하여 25℃에서 48시간 배양하였

다[3, 9]. 배양된 균주를 NaCl이 1.5% 첨가된 Brain Herat

Infusion Broth (BHIB, Difco., USA)에 접종하여 25℃에서

48시간 배양시킨 후, −80℃에 20% (v/v) glycerol에 보관하

였다[7, 19].

어류질병세균의 성장능 및 biofilm 형성능 확인

어류질병세균의 성장능을 측정하기 위해 전 배양한 균주를

멸균 Phosphate Buffered Saline (PBS)에 105 CFU/ml로 희

석하여 96 well plate (Thermo Scientific Nunc., USA)에

200 µl씩 접종하여 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 또한

어류질병세균의 biofilm 형성능을 알아보기 위해 96 well

plate에 BHIB 배지 100 µl를 분주한 뒤, 105 CFU/ml로 희석

된 균주를 분주한 배지에 100 µl씩 접종하여 25℃에서 48시

간 동안 정치 배양시켰다. 부유세균이 포함된 배양액을 제

거하고 수세 후 0.1% w/v crystal violet (CV)를 부착세균에

30분간 염색하였다. 이 후 염색된 CV를 3회 수세 후, 95%

ethanol에 다시 용해시켜 595 nm에서 흡광도를 측정하였다

[2]. 

Biofilm 저해능

갈륨(Gallium nitrate, Sigma., USA)을 이용하여 어류질

병세균의 biofilm 저해능을 확인하기 위해 96 well plate에

Muller Hinton Broth (MHB, Difco., USA)를 100 µl를 분

주한 뒤, 어류질병세균을 PBS에 105 CFU/ml의 농도로 희

석하여 에 접종하여 100 µl 접종하였다. 갈륨을 농도별(2.0,

4.0, 8.0 mg/ml)로 처리하여 각각 25℃에서 24시간, 48시간,

72시간 동안 배양하여 biofilm의 저해능을 측정하였다[2, 16].

Resazurin Reduction Test
Resazurin reduction test (RRT)는 지시약인 resazurin이

세포에 의해 resorufin으로 환원되는 양을 측정하는 것이다

[1, 6]. 증식중인 세포는 청색의 산화형 resazurin을 적색의

환원형 resorufin으로 환원하며, 이 양은 세포의 증식도를 반

영한다[1, 4, 6]. RRT의 실험법은 96 well plate에 MHB를

100 µl씩 분주를 한 후, 전 배양한 균주를 멸균 PBS에 105

CFU/ml로 희석하여 MHB에 50 µl씩 접종한다. 접종한 후 갈

륨을 2.0, 4.0, 8.0 mg/ml의 농도로 처리하여 25℃에서 48시

간 정치배양 한다. 차광된 플라스크에 멸균 증류수 1 L와

Resazurin sodium salt (Resazurin, Sigma Aldrich., USA)

11 mg을 섞어 용해시킨 후, pH 7.0으로 보정하여 최종농도

0.11%의 농도로 사용하였다. 48시간 배양된 균주에 따라 각

각 resazurin을 20 µl씩 접종하여 6시간동안 반응대기 후 색

의 변화를 관찰하였다[12].

Vitality staining
갈륨을 이용하여 어류질병세균에 대한 저해능을 확인하기

위해 Chamber slide (NUNK, USA)에 MHB를 150 µl씩 분

주를 한 후, 105 CFU로 희석한 어류질병균주를 100 µl씩 접

종하였다. 접종 후 갈륨을 2.0, 4.0, 8.0 mg/ml의 농도로 처

리하여 25℃에서 48시간동안 배양하였다. Propidium Iodide

(PI, Sigma., USA)는 세포가 사멸할 시 세포의 DNA와 결합

하여 빨간색으로 염색이 되는 시약이다. PI를 2 mg/ml의 농

도로 chamber slide에 10 µl씩 분주하여 25℃에서 30분 반

응시켰다[3]. 반응 후 공촛점현미경(Confocal Laser Scanning

Microscope, Olympus Optical Co., Japan)을 이용하여 관

찰하였다.
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결과 및 고찰

Biofilm 형성능 확인

어류질병균주를 이용하여 biofilm 형성능과 생육도를 측

정하였다(Fig. 1). 어류질병세균의 생육도의 경우 Et가 Sp,

Si에 비해 높게 나타났지만, biofilm 형성능의 경우 Sp가 Si,

Et에 비해 높게 나타났다. 이러한 결과로 미루어 보아 균주

별 성장도와 biofilm 형성능간의 특정한 패턴이 없이 나타났

으며, 세균의 성장도가 높다 하더라도 꼭 biofilm을 활발히

형성하지 않음을 알 수 있었다. 

Biofilm 저해능 확인

어류질병세균에 대해 갈륨이 biofilm을 저해하는지 알아

보기 위해 각각의 균주를 배양한 후 갈륨을 농도별(2.0, 4.0,

8.0 mg/ml)로 첨가하여 biofilm을 측정하였다(Fig. 2). 3균주

모두 48시간째부터 biofilm 형성이 저해되기 시작하여, 72시

간째 갈륨을 처리하지 않은 컨트롤에 비해 biofilm이 크게 저

해되는 것을 확인할 수 있었다. 

Sp는 72시간 째 갈륨의 모든 농도에서 컨트롤에 비해

biofilm 형성능이 저해되는 것을 확인하였으며, 이중 갈륨 농

도 8.0 mg/ml에서 가장 큰 biofilm 저해능을 보였다(Fig.

2A). Si, Et는 72시간 째 갈륨의 모든 농도에서 컨트롤에 비

해 biofilm 형성능이 저해되는 것을 확인하였으며, 이중 갈

륨 농도 4.0 mg/ml에서 가장 큰 biofilm 저해능을 보였다

(Fig. 2B, 2C). 

어류질병 3균주 중 Et에서 가장 큰 biofilm 저해능을 나타

났다. 이는 갈륨이 이미 형성된 biofilm 자체를 파괴하는 효과

가 있으며, biofilm의 형성능이 높고 낮음에 상관없이 biofilm

을 억제하기 때문에 매우 긍정적인 결과가 할 수 있다[2, 9].

Fig. 2. Biofilm inhibition activity of gallium for fish pathogen. (A) S. parauberis, (B) S. iniae, (C) E. tarda.

Fig. 1. Biofilm formation activity and growth of fish pathogen. 
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Resazurin reduction test
갈륨이 biofilm을 억제하는 동시에 균주를 직접적으로 사

멸시키는지 알아보기 위해, RRT를 이용하여 어류질병세균

의 사멸을 확인하였다. 갈륨을 처리하지 않은 어류질병세균

에 resazurin을 각각 처리하였을 시, 청색에서 진한 분홍색

으로 색이 변하였다(Fig. 3). 

균주를 105 CFU/ml로 접종하여 갈륨을 2.0, 4.0, 8.0 mg/

ml의 농도로 처리한 그룹에서는 연한분홍색에서 진한 노란

색으로 색이 변한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 레사주린

을 첨가한 직후의 pH가 7.0이고, 색의 변화가 노란색으로 변

하였을 때 pH는 4.8로 나왔다. 

이는 갈륨을 처리하지 않은 컨트롤 그룹에서 세균의 증식

에 따라 청색에서 진한 분홍색으로의 색의 변화가 일어난 반

면, 갈륨을 처리한 그룹에선 세포의 사멸로 인한 세포호흡의

저해로 인하여 색의 변화가 연분홍에서 노란색으로 변한 것

을 확인하였다[12]. 

Vitality staining 결과

갈륨이 병원균을 직접적으로 사멸시키는지를 확인하기 위

해 균주를 배양한 후 갈륨을 처리하여 PI로 염색을 하여 병

원균의 사멸을 확인하였다. 갈륨을 처리하지 않은 그룹에서

세포의 사멸이 일어나지 않았지만, 갈륨을 처리한 그룹에서

세포의 사멸이 눈에 띄게 증가한 것을 확인할 수 있었다(Fig.

4). 또한 갈륨의 농도가 높아질수록 사멸되는 균주도 같이 증

가하는 것을 확인할 수 있었다[19].

이러한 일련의 실험을 통하여 갈륨이 어류질병을 유발시

키는 3가지 균주에 biofilm을 억제시키는 동시에 사멸까지

일으키는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구에서 수행된 갈륨

이 어류질병세균을 억제하고 항생제 내성균의 요인이 되는

biofilm을 억제하는 물질로서 가치가 있다고 사료된다. 

추후 이러한 in vitro 상에서의 실험결과를 이용하여 양식

넙치에 적용하여 독성 및 안전성에 대한 실험을 진행하고자

한다.

Fig. 3. Effect of gallium on viable cell count of bacterial fish pathogen. (P.C) Positive Control (well contain untreated bacterial cells),
(N.C) Negative Control (well contain only culture medium), (Et) E. tarda, (Sp) S. parauberis, (Si) S. iniae.

Fig. 4. Confocal microscopic image of gallium treated fish
pathogenic bacterial cells after 48 h. (P.C) Positive Control (well
contain untreated bacterial cells), (Et) E. tarda, (Sp) S. parauberis,
(Si) S. iniae. 
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요 약

제주도 넙치 양식장에서 주로 발생하는 어류질병세균인 S.

parauberis, S. iniae, E. tarda에 대한 피해를 줄이고자 갈륨

을 이용하여 어류질병세균을 억제하고자 한다. 본 연구진은

Sp, Si, Et의 생육도와 biofilm 형성능을 확인하였으며, 세균

의 성장도와 biofilm 형성능간의 특정한 패턴은 없었으며 세

균의 성장도가 높다 하더라도 biofilm을 활발히 형성하지 않

음을 알 수 있었다. 어류질병세균이 형성하는 biofilm을 저

해하기 위해 갈륨을 2.0, 4.0, 8.0 mg/ml로 첨가하여 저해능

을 확인한 결과 72시간째 biofilm의 형성이 크게 저해되는

것을 확인하였다. 또한 biofilm을 저해하는 동시에 균주의 사

멸능을 확인하기 위해 resazurin assay와 propidium iodide

를 이용하여 염색한 결과 갈륨의 농도에 따라 균주의 사멸

이 증가하는 것을 확인하였다. 이에 따라 in vitro 상에서 갈

륨이 어류질병세균의 biofilm을 억제하는 동시에 균주를 사

멸시키는 물질로서 가치가 있다고 사료된다.
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