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자주복, Takifugu rubripes(Temminck and Schle-
gel)는 복어목(Order Tetraodontiformes), 참복과 

(Family Tetradontidae)에 속하는 품종으로(Abe. 
1949), 우리나라를 비롯해 중국과 일본에서 주로 

양식되고 있다. 자주복 양식은 일본에서 종묘의 

인공생산이 성공한 이래로 지속·발전하고 있으며

(Hujita et al, 1966), 중국에서는 최근 기대치가 높

은 양식품종으로 각광받고 있다(Lin et al., 2017; 
Wan et al., 2006). 

우리나라에서도 복어 양식이 시작되던 시기, 고
급적인 이미지와 수익성으로 인해 그 가치를 인정

받아 축양과 가두리 양식의 형태로 성행되었다

(Han, 1999; NIFS, 2006). 그러나 양식이 까다롭고 

중국에서 수입이 가능해 지면서 산업적 가치가 점

점 줄어들고 있다. 또한 최근에는 경남, 제주지역

에서 한정되어 양식되고 있으며 최근 2016년과 

2017년도의 연간 생산량은 모두 21톤으로 타 양식

어류와 비교하면 매우 낮은 수준이다(MOF, 2018).
양식 자주복에서 주로 발생하는 질병으로는 양

성시기의 구백증이 가장 잘 알려져 있으며, 그 외

에도 황지병과 같은 영양성 질병, 트리코디나 등 

외부 기생충 감염증이 있다. 자주복의 양식에서 

나타나는 질병의 다수가 원인불명으로 보고되는 

경우가 많은데 이런 경우는 사료영양과 관련성이 

있을 것으로 추축되고 있다(NIFS, 2006; Nakanishi 
& Matsuura, 2016).

최근 자주복의 육상양식장에서 사육 중이던 체

장 17∼18cm의 어체에서 다양한 크기의 흰 구름 

우리나라 양식 자주복, Takifugu rubripes (Temminck & Schlegel, 
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모양의 궤양 부위가 등쪽에서 관찰되기 시작하여 

심해지면 몸 전체에 궤양부위가 증가하고 등쪽에 

궤양이 심한부위는 근육이 드러나는 질병이 나타

났다. 폐사율은 비교적 낮지만 사료섭이율이 저하

되고 상품가치가 떨어지는 등 피해가 발생하므로 

그 원인을 알아보고자 다양한 미생물학적 분석을 

실시하였다. 

재료 및 방법

감염어

2016년 4월, 경상남도 통영 소재의 자주복 육상 

양식장에서 체장 17-18 cm의 개체에서 피부, 특히 

등쪽에 다양한 크기의 궤양부를 형성하는 병적 증

상을 보인 개체가 증가하여 실험실로 수송하였다. 
당시, 양식장의 수온은 20℃정도로 유지되었으며 

1일 25회 순환의 조건으로 사육수를 환수하는 조

건 이외에 다른 사육조건에 변화가 발생하지는 않

았고, 실험에 사용한 검체는 10마리였다.

감염어의 생검

질병 증상을 보이는 복어의 아가미, 체표 및 각 

내부 장기를 일부 잘라내어 슬라이드글라스에 생

검하여 조직의 상태 및 기생충 감염 여부를 육안 

및 현미경적으로 확인하였다. 

바이러스 검사

해산어에서 주로 검출되는 바이러스의 감염 유

무를 확인하기 위하여 참돔이리도바이러스 (red 
seabream iridovirus, RSIV), 바이러스성출혈성패혈

증바이러스 (viral hemorrhagic septicaemia virus, 
VHSV)를 포함하여 바이러스성신경괴사증바이러

스 (viral nervous necrosis virus, VNNV), 히라메랩

도바이러스 (hirame rhabdovirus, HRV) 및 해산 버

나바이러스 (marine birnavirus, MBV)에 대한 poly-
merase chain reaction (PCR) 분석을 시행하였다. 

검사용 시료는 감염어를 무균적으로 해부하여 

적출한 신장, 비장 및 뇌를 사용하였다. PCR을 위

한 DNA는 시판되는 High pure PCR template prep-
aration kit (Roche, Germany)를 사용하여 매뉴얼에 

따라 분리하였으며, RNA는 매뉴얼에 따라 TRIZOL

Ⓡ Reagent (Invitrogen, USA)로 분리한 후, Super 
ScriptTMⅡ Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA)
를 이용하여 cDNA를 합성하였다. RSIV의 PCR 분
석에는 분리된 DNA를 template로 사용하였으며, 
그 외 VHSV, VNNV, HRV 및 MBV의 PCR 분석에

는 분리된 RNA에서 합성한 cDNA를 사용하였다. 
PCR 분석은 ExTaqⓇ (TaKaRa, Japan)을 이용하여 

매뉴얼에 따랐으며, 사용된 primer set 및 PCR 조
건은 Table 1에 나타내었다. 증폭된 산물은 전기영

동으로 확인하였으며, 모든 PCR 분석은 양성대조 

및 음성대조를 함께 비교하였다.
 
세균 검사

시험어를 무균적으로 해부하여 신장, 비장, 간 

등의 내부 장기 및 체표 환부를 NaCl 1.5% 첨가 

TSA 배지, BHIA 배지, TCBS 배지, SS 배지 등에 

접종하여 20℃, 24∼48시간 배양하여 균의 성상을 

확인하였으며 이를 계대배양하여 이후의 실험에 

사용하였다. 

1) 생화학적 분석

분리균의 종 분류를 위한 생화학적 분석에는 

1.5% NaCl을 첨가한 TSA배지에서 20℃, 24시간 

배양된 균주를 사용하였다. 먼저 상법에 따라 

Gram stain 염색성과 형태를 관찰하고 세균의 운

동성을 판정하였다. Oxidase test는 cytochrome oxi-
dase 시험지법, catalase test는 3% H2O2를 이용한 

slide 반응법으로 실시하였다. 그 외의 다양한 생

화학적 시험은 Mafaddin (2000)의 방법을 따랐으

며 API 20E kit (BioMerieux, France)를 함께 사용

하여 Vibrio anguillarum KCTC2711을 표준균주로 

함께 비교 분석하였다. 

2) 16S rRNA 및 rpoA 유전자에 대한 염기서열 분석

분리균의 종 동정을 위해 16S rRNA 및 rpoA 유
전자에 대한 염기서열 분석을 실시하였다. 분리균

의 genomic DNA 추출과 PCR 분석은 상기와 동일

하게 High pure template preparation kit (Roche, 
Germany)와 ExTaqⓇ (Takara, Japan)을 사용하였다. 
16S rRNA 유전자는 27F (5´-CTGAGCCAGGATC 
AAACTCT-3´)와1429R (5´-CGTTACCTTGTTACG 
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ACTT-3´) primer sets를 이용하여 1,505bp의 산물

을 얻었으며, rpoA 유전자는 rpoA-01-F (5´-ATGC 
AGGGTTCTGTDAG-3´)와 rpoA-03-R (5´-GHGGC 
CARTTTTCGARRCGC-3´) primer sets (Thompson 
et al., 2005)를 이용하여 951bp의 산물을 얻었다. 
증폭된 PCR 산물은 전기영동으로 band를 확인한 

후, Gel SV kit (GeneAll, Korea)로 정제하고 Topo 
TA cloningⓇ (Invitrogen, USA)을 이용하여 cloning
하여 염기서열을 확인하였다. 

염기서열의 분석에는 Genetyx Ver. 8.0 (SDC 
Software Development, Japan)을 사용하였으며, NCBI
에서 제공되는 BLAST program 정보를 이용하여 

상동성을 비교하였다. 

결   과

감염어의 증상

감염어는 가슴지느러미를 비롯한 각 부위의 지

느러미 궤양, 탈락과 더불어 등쪽에 흰색의 구름

모양의 궤양부위가 다양한 크기로 관찰되며, 배쪽

의 체표에도 적점과 함께 나타나는 소형의 궤양이 

관찰되고 등쪽의 심한경우에는 등쪽의 근육이 드

러나 보이는 특징적인 증상을 보이며 폐사하였다 

(Fig. 1). 그러나 체표 궤양 이외의 특징적인 외부 

및 내부 증상은 관찰되지 않았다. 

감염어의 생검

병든 자주복의 아가미, 체표 및 내부 장기를 생

Table 1. Oligonucleotide primers used in PCR amplification

Virus* Nucleotide sequence of primer PCR condition size
(bp)

RSIV

Forward
Reverse

5'-CTCAAACACTCTGGCTCATC-3'
5'-GCACCAACACATCTCCTATC-3'

94℃(30sec)-58℃(1min)-72℃(1min)
[30cycle] 570

Forward
Reverse

5'-CGGGGGCAATGACGACTACA-3'
5'-CCGCCTGTGCCTTTTCTGGA-3'

94℃(30sec)-58℃(1min)-72℃(1min)
[30cycle] 568

VHSV Forward
Reverse

5'-ATGGAAGGAGGAATTCGTGAAGCG-3'
5'-GCGGTGAAGTGCTGCAGTTCCC-3'

94℃(30sec)-55℃(30sec)-68℃(1min)
[35cycle] 505

VNNV Forward
Reverse

5'-CGTGTCAGTCATGTGTCGCT-3'
5'-CGAGTCAACACGGGTGAAGA-3'

95℃(40sec)-50℃(40sec)-72℃(40sec)
[25cycle] 427

HRV Forward
Reverse

5'-ACCCTGGGATTCCTTGATTC-3'
5'-TCTGGTGGGCACGATAAGTT-3'

94℃(30sec)-55℃(10sec)-72℃(45sec)
[30cycle] 600

MBV Forward
Reverse

5'-GCACCACGAAGGTACGAAAT-3'
5'-GTACGTTGCCGTTTCCTGAT-3'

94℃(1min)-55℃(1min)-72℃(1min)
[30cycle] 430

*, RSIV, red seabream iridovirus; VHSV, viral hemorrhagic septicaemia virus; VNNV, viral nervous necrosis virus; 
HRV, hirame rhabdovirus; MBV, marine birnavirus.

Fig. 1. Skin ulcer at up side(Left) and down side(Right) of diseased tiger puffer.
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검하여 검경한 결과, 기생충은 관찰되지 않았다 

(data not shown).  

바이러스 검사

해산어에서 주로 검출되는 바이러스 5종(RSIV, 
VHSV, VNNV, HRV 및 MBV)에 대한 PCR 분석을 

실시한 결과, 모두 음성으로 확인되었다 (data not 
shown). 

세균 검사

모든 자주복 병어의 신장과 비장의 시료를 배

양한 배지에서 단일한 colony가 형성되었다. 분리

균은 25℃, 1.5% NaCl이 첨가된 TSA 배지에서 투

명한 크림색의 colony를, TCBS 배지에서 노란색 

colony를 형성하여 Vibrio sp.로 추정되었으며, 이 

균주를 TP01로 정하고 이후의 분석을 실시하였다. 
TP01균주는 gram 음성 flagellated rod로, catalase

와 oxidase를 생성하였으며, nitrate, indole 그리고 

methyl red에도 양성반응을 나타내었다. Arginine 
dihydrolase, lysine decarboxylase 그리고 ornithine 
decarboxylase 생성은 없었다. Glucose, mannitol 그
리고 sucrose를 이용하여 산을 생성하였으며, gla-
tin은 가수분해 되는 것으로 나타났다. Voges-Pros-
kauer test에서 음성을, O/129에 대한 감수성은 양

성으로 나타나 V. splendidus 혹은 V. cyclitrophicus
와 유사한 생화학적 특징을 가지는 것으로 확인되

었다(Table 2). 
TP01의 16S rRNA 유전자 1,505 bp와 rpoA 유전

자 951 bp의 염기서열을 분석한 결과, V. atlanticus 
Cmj 13.4 (FN582257)균주와 99.77%의 상동성을 

나타내었다. Vibrio sp. 가운데 가깝게 연결된 균주

들의 계통수를 Fig. 2에 나타내었다.  

고  찰

16S rRNA 및 Vibrio속 균종을 구분하는데 유용

한 것으로 보고된 유전자 부위중의 하나인 rpoA의 

유전자 염기서열 분석으로 TP01은 Vibrio atlanti-
cus로 확인되었다(Thompson et al., 2001, 2004, 
2005, 2006; Tomoo et al, 2007). V. atlanticus는 바

지락(Ruditappes phiippinarum.)에서 처음 분리되었

으며 Ana 등(2011)이 다른 Vibrio균들과 비교한 내

용을 보고하고 있다. 본 내용에서는 분리된 5균주

Table 2. The results of biochemical test of TP01 strain

Tested items
 isolate 

Vibrio sp.
(TP01)

V.anguillarum
(KCTC2711)

Arginine dihydrolase
Lysine decarboxylse
Ornithine decarboxylase
Catalase
Oxidase
Nitrate
Indole
Methyl red
Voges-Proskauer
Urease
Citrate
Kohn’s gelatin
β-Galactosidase(ONPG)
Acid production from :
  Amygdalin
  Glucose
  Inositol
  Mannitol
  Melibiose
  Rhamnose
  Sorbitol
  Sucrose
O/129 (150 μg/disc)
  sensitivity

-
-
-
+
+
+
+
+
-
-
-
+
+

-
+
-
+
-
-
-
+
+

+
-
-
+
+
+
+
+
-
-
-
+
+

+
+
-
+
-
-
+
+
+

Fig. 2. Neighbour-joining tree showing the phylogenetic 
position based on housekeeping gene rpoA and the 16S 
rRNA gene. Bar, 0.02 substitutions per nucleotide posi-
tion, Numbers at nodes show percentage bootstrap 
values.
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의 생화학 test에 대한 결과를 보여주고 있는데, 이
들의 생화학적 특징을 V. atlanticus TP01균주와 비

교하였을 때, Voges-Proskauer test 와 Gelatin 가수

분해능에 대한 결과에서 차이를 나타내어 생화학 

test 결과만으로 비교했을 때는 V. splendidus 혹은 
V. cyclitrophicus와 유사한 결과를 보인 검사항목

이 다수였다. Ana 등(2011)의 보고에서도 바지락

에서 분리된 V. atlanticus 균주의 경우 AFLP(am-
plified fragment length polymorphism)와 16S rRNA 
유전자 염기서열 분석에서 Vibrio 속 가운데에도 

V. splendidus 에 가까운 것으로 설명하고 있고, 5
개의 V. atlanticus균주에 대한 생화학test의 결과에

서 5균주 모두 일치하는 결과가 아니었던 점을 감

안하면 TP01의 생화학적 특징에 대한 결과는 가

변적일 수 있음을 예상할 수 있다.
양식 자주복에서 잘 알려진 질병으로 구백증

(Kuchijiro-shyo)이 있다. 이 질병은 입주위로 궤양

이 발생하여 흰색의 환부를 형성하는 것이 특징으

로 초기에는 영양성 질병의 의혹도 있었으나 이후 

RNA 바이러스를 그 원인으로 보고하였다(Hashi-
moto et al. 2008). 본 연구에서의 질병발생 예는 

구백증과 같은 백색궤양이 주증상이지만 구백증

과는 달리 주둥이에는 뚜렷한 증상이 없지만 등쪽 

백색 궤양부 형성을 주 증상으로 하였다. 외부기

생충이나 바이러스의 감염은 없었으며, 세균분석

결과 V. atlanticus가 순수하게 분리되었다. 
양식 자주복에서 발생하는 주요 세균성질병으

로는 활주세균 감염(Japanese Sea National Fish-
eries Research Institute;JSNFRI, 2002)과 치어 등에 

일본에서 해마다 많은 피해를 주는 V. anguillarum
감염이 보고(Muroga et al., 1987, 1995; Kusuda and 
Kawai, 1998)되고 있으며, 피부 육아종과 관련이 

있는 V. harveyi 감염에 대한 보고(Mohi et al, 2010)
도 있지만 V. atlanticus 감염 예는 본 연구에서 분

리한 TP01 이 처음이다. 
일본 국립연구개발법인 일본해구수산연구소의 

2000년 재배수산동물방역대책에 관한 보고서

(JSNFRI, 2000)에 따르면 1999년과 2000년 즈음에 

일본 복어양식장에서 복부궤양을 동반하는 원인

불명의 질병발생사례가 나타났다. 본 질병발생 예

는 양식개시 2년이 지나고 발생하며, 6∼10월경 

고수온기에 많이 나타나며, 종묘, 사료, 사육밀도

나 사육조건 등과 관계없이 발생하였다. 증상은 

초기에 체표에 하얀 상처가 나타나고, 하악에서 

복부로 발적이나 궤양이 진행되고, 복부에 구멍이 

생기는 정도까지 진행되었다. 외부 관찰과 세균 

배양으로 환부주위로 기생충과 활주세균이 관찰

되었으나 원인으로 보기는 힘든 정도였다. 혈액검

사도 진행되었으며 간 기능장해를 의심할만한 결

과를 얻었지만 정확한 원인을 밝히지는 못했다 

(JSNFRI, 2000). 같은 기관의 2002년 보고에서도 

자주복 양식장에 대한 질병진단 결과, 세균성이 

33.3%로 가장 높았지만 기생충이 원인인 경우도 

27.8%, 원인이 밝혀지지 않은 원인불명의 경우도 

22.2%의 비율로 나타났으며, 세균 중에서는 활주

세균증이 많았다(JSNFRI, 2002). 최근 일본의 어

류질병의 현상에 관한 보고(Nakanishi and Mat-
suura, 2016)에서도 복어류의 질병 발생상황을 보

면 원인불명이 20.0%로 가장 많고 구백증(19.5%)
과 아가미충(14.7%)이 그 뒤를 이었다. 

이처럼 양식 자주복의 질병은 원인을 명확히 

알지 못하는 경우가 많이 나타나고, 다른 어종에

서도 V. atlanticus가 질병의 원인으로 분리, 보고

된 예는 아직 없다. 원인조사에서 기생충이나 바

이러스와 같은 다른 미생물학적 원인이 발견되지 

않았고, 세균학적 검사에서 V. atlanticus가 순수하

게 분리되어 본 궤양병의 주요 원인으로 판단하였

으나, V. atlanticus는 앞에서도 언급한 것처럼 바

지락에서 분리된 세균으로 아직은 잘 알려지지 않

은 균종으로 병원성에 대한 증명이 필요할 것으로 

보이며, 사료영양적인 영향이 복합적으로 작용했

을 경우도 배제할 수 없으므로 다양한 접근으로 

원인분석이 이루어져야 할 것으로 보인다. 

요   약

본 연구는 육상 순환 양식장, 약 20℃의 수온에

서 양식 중이던 자주복에서 체표에 백탁과 궤양을 

보이는 개체가 다수 발생하여 그 원인을 밝히고자 

하였다. TCBS 선택배지에서 순수 배양된 균체를 

확인하고 계대 배양하여 16S rRNA와 rpoA 유전자

의 염기서열 분석을 실시하였으며, 그 결과는 
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Vibrio atlanticus와 99.77%의 상동성을 가지는 것

으로 나타났다. 생화학적 특징을 이미 보고된 같

은 균종과 비교한 결과, Voges-Proskauer test 와 

Gelatin 가수분해능에 대한 결과에서 차이를 나타

내는 것으로 확인하였다.
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