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japonicas)과 새우(Litopenaeus vannamei)의 장내 세균의 다양성 연구
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Bacterial diversities in the guts of sea cucumbers (Apostichopus japonicus) and shrimps (Litopenaeus vannamei) 
were investigated using barcoded or tag-encoded 454 pyrosequencing of 16S rRNA genes. In sea cucumbers, most 
of sequences were related to two genera, the genus Propionigenium in the phylum Fusobacteria and an unclassified 
genus in the family Flavobacteriaceae of phylum Bacteroidetes. Shrimps showed various kinds of genera including 
Lactococcus, Leuconostoc, Prochlorococcus, and Vibrio as well as the unclassified genera in the families, 
Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Desulfobulbaceae, and Helicobacteraceae and in the order Mycoplasmatales. 
Unclassified genera containing environmental sequences only are more than half of genera from sea cucumbers and 
shrimps. Sea cucumbers and shrimps could be unexplored sources of novel microbes and the bacterial diversity of 
them was revealed by high throughput 454 pyrosequencing.
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해양 생물의 미생물을 연구하는 방법은 대부분 배양을 통한 

연구방법이 주로 이루어지고 있으나(Holben et al., 2002) 환경

에 존재하는 미생물의 99% 이상이 실험실에서 배양되기 어려우므

로 배양을 통해서 밝힐 수 있는 미생물의 수는 매우 제한되어 있다

(Amann et al., 1995). 이를 극복하기 위해서 16S rRNA 유전자

를 PCR을 통하여 증폭하고 이를 분석하는 비배양 연구가 진행되

어 왔다(Holben et al., 2002). 클로닝을 이용하거나(Holben et al., 

2002), TRFLP (terminal restriction fragement length polymorphism)

나 DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)와 같은 미생

물 군집 지문법(microbial community fingerprinting) 등이 널리 

사용되어왔다(Hovdaa et al., 2007; Li et al., 2012). 그러나 이러

한 방법은 정확한 분석이 어렵거나 한 시료에서 알아낼 수 있는 

미생물 종류가 제한되어 있다는 단점이 있다(Ercolini, 2004). 

차세대 서열 분석법의 하나인 병렬 대용량 파이로서열 분석

(parallel high throughput pyrosequencing) 기술은 DNA가 합성될 

때 생기는 파이로인산(pyrophosphate)을 루시퍼효소(lucipherase)

로 검출하는 방식으로 서열분석에 들어가는 비용을 최소화하여 

적은 비용으로 수십만-수백만의 서열을 한번에 읽을 수 있는 방

법이다(Margulies et al., 2005). 파이로서열 분석은 다른 차세대 

서열 분석 방법에 비해 긴 길이의 서열을 읽을 수 있기 때문에 미

생물 생태학 분야에 적용되고 있으며, PCR을 통한 유전자 분석 

등에 많이 이용이 되고 있다(Edwards et al., 2006). 꼬리표를 이

용한 파이로서열 분석(Binladen et al., 2007)을 통하여 토양

(Acosta-Martinez et al., 2008), 장내(Dowd et al., 2008), 발효식

품(Roh et al., 2010) 등 다양환 환경에서 미생물의 다양성이 분

석되어왔다. 해삼(Apostichopus japonicus)의 경우에는 오랜 기

간 한국, 중국, 일본, 러시아 등에서 건강식품으로 소비되고 있으

며(Seo et al., 2009) 중국의 생활 수준의 향상과 소비의 증진으로 

해삼의 양식이 급격하게 증가하고 있다(Deng et al., 2009). 해삼

의 양식이 증가함에 따라 해삼의 질병과 병원균에 대한 연구가 진

행되고 있으며 그 예로 피부궤양(skin ulceration disease)과 내장방

출증(viscera ejection syndrome)의 주요 원인균으로 비브리오 등

이 배양, 분리되었다(Deng et al., 2009). 하지만 해삼과 공생하는 

미생물에 대한 연구는 거의 행해지고 있지 않다.

흰다리 새우(White shrimp, Litopenaeus vannamei)는 질병에 
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대한 내성이 강하고 성장률이 우수하여 2003년도에 국내에 도

입된 이래로 2007년에 새우 양식량의 62.5%를 차지하고 있을 

정도로 많이 양식되고 있다(Jang et al., 2008). 새우와 미생물에 

대한 연구 또한 새우의 양식 방법이나 병원성 바이러스 또는 세

균에 대한 연구가 많이 진행되고 있는 실정이다(Castroverde et 

al., 2006; Robert-Pillot et al., 2010; Lightner, 2011). 미생물의 

플락(floc)을 이용하여 수질을 보존하고 병원균의 감염을 방지하

고 새우에게 먹이를 공급하는 새우의 고밀도 양식에 대한 연구

(Jang et al., 2008; Crab et al., 2010) 등이 진행되고 있으나 공생 

미생물의 다양성 자체를 살펴보는 연구는 거의 없는 실정이다. 

최근 TRFLP를 이용한 흰다리 새우의 유생이 가지는 미생물의 

다양성에 대한 연구가 진행되었으나(Pangastuti et al., 2010) 밝

혀진 미생물의 종류와 다양성은 매우 제한되었다.

수산 동물에 존재하는 공생 미생물들은 숙주의 성장과 생존

을 증진한다고 알려져 있다(Verschuere et al., 2000). 이러한 미

생물은 소화 효소를 분비하거나, 면역체계에 도움을 주거나, 병

원성균이 생존하지 못하게 우점하거나, 숙주가 필요로 하는 영

양물질을 제공하는 등의 역할을 하는 것으로 보고되고 있다

(Verschuere et al., 2000). 하지만 아직까지 수산 동물과 공생 또

는 상호작용하는 미생물들의 역할에 대한 연구가 본격적으로 행

해지고 있지 않는 실정이다. 해삼과 새우의 생리적 특성과 생태

를 이해하기 위하여 공생미생물에 대한 연구가 필요하며 이런 

연구의 결과는 양식 과정에서의 해삼과 새우의 질병을 방지하고 

생산력을 높일 수 있는데도 도움을 줄 수 있을 것이다. 이에 따라 

본 연구에서는 해양 무척추동물 중 산업적, 경제적 가치가 높은 

해삼 및 새우를 선택하여 그 장(intestines)에 존재하는 세균의 다

양성을 꼬리표를 이용한 파이로서열 분석을 통하여 분석하였다. 

이러한 연구결과는 새우와 해삼과 상호작용하는 세균들의 종류

와 그 특성을 이해하는데 많은 도움을 줄 수 있을 것이다. 

재료 및 방법

해삼과 새우의 장 DNA 추출

해삼(Apostichopus japonicas) 시료는 부산시 수영구 민락동 

인근(위도 35˚09’13”N, 경도 129˚07’55”E)에서 해녀에 의해서 

채취(SC1, SC2, SC3; 2011년 10월, SC4, SC5, SC6; 2011년 11

월)된 것을 구입하여 사용하였으며 살아 있는 상태로 실험실로 

운반하여 사용하였다. 멸균된 가위와 수술용 칼을 이용하여 멸

균증류수로 세척한 해삼을 절단하고 위장과 항문 사이의 장

(intestines) 전체를 채취하였다. 새우(Litopenaeus vannamei)의 

경우에는 전라남도 신안군에 있는 6곳의 다른 양식장 (SH2; 위

도 34˚44’13”N, 경도 126˚05’03”E, SH4; 35˚02’55”N, 126˚
08’23”E, SH6; 35˚01’56”N, 126˚11’59”E, SH12; 34˚44’55”N, 

126˚08’46”E, SH17; 34˚46’06”N, 126˚08’08”E, SH18; 34˚
45’23”N, 126˚09’16”E)에서 시료를 채취(2011년 9월)하였으며 

냉동상태로 실험실까지 운반하였다. 멸균된 가위와 수술용 칼을 

이용하여 세척한 새우의 등을 가르고 위장과 항문 사이의 장 전

체를 채취하였다. 채취된 장은 DNA를 추출하기 전까지 -20℃
에서 보관하였다. 

해삼의 경우 두 번의 시료 구입과정에서 각각 3마리씩의 해삼

을 선택하여 총 6마리의 해삼, 새우는 각각의 양식장에서 한 마

리씩의 개체를 선택하여 총 6마리를 사용하였으며 Power Soil 

DNA Extraction Kit (MOBIO, USA)를 이용하여 500 mg의 장 

내용물에서 DNA를 추출하였다.

16S rRNA 유전자 증폭과 염기서열 결정

추출된 DNA는 꼬리표 서열을 포함한 프라이머를 이용하여 

증폭하였다. 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)와 338R 

(5′-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3′) 프라이머를 사용하여 

16S rRNA 유전자의 V1-V2 부분을 증폭하였다. 같은 꼬리표 서

열을 포함한 순방향과 역방향 프라이머를 한 세트로 사용하였

다. 추출된 DNA (1 μl)와 순방향(10 pmol, 1 μl)과 역방향 프라

이머(10 pmol, 1 μl)를 각각 PCR 혼합액(Accupower PCR 

premix, Bioneer, Korea)에 첨가하여 총 20 μl의 PCR 반응액을 

제조하여 PCR 과정을 수행하였다. PCR은 94℃에서 7분 초기 

열처리를 한 후에 94℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 45

초씩 32회 반복하였으며 최종적으로 72℃에서 10분간 반응을 

수행하였다. 각각의 시료는 각기 다른 꼬리표를 가지는 프라이

머들을 이용하여 증폭하였으며 증폭된 PCR 산물은 PCR 정제 

키트(Accuprep PCR purification kit, Bioneer, Korea)를 사용하

여 정제하였다. 흡광광도계(Nanodrop, ACTGene, USA)을 이용

하여 DNA의 농도를 측정하였으며 각각의 PCR 증폭 산물을 같

은 농도로 맞추어 모두 합하여 서열분석을 수행하였다. 대용량 

서열 분석은 서열분석기관에 의뢰하여(NICEM, Korea) 454 

pyrosequencing 방식의 Genome Sequencer FLX titanium 기기

(Roche, USA)를 이용하여 수행하였다. 얻어진 서열들을 

GenBank의 SRA 데이터베이스에 기탁번호 SRR988098으로 기

탁하였다.

염기서열 분석

서열 길이가 300 bp 이상이고 ‘N’으로 표현되는 애매한 염기

를 포함하고 있지 않은 염기서열만 분석에 사용하였다. 대용량 

서열 분석 도구모음인 mothur (Schloss et al., 2009)를 이용하여 

서열 분석을 수행하였으며 chimera.uchime 명령어를 이용하여 

키메라 서열을 확인하고 제거하였다. 약 1.5% 정도의 서열이 전

처리 과정에서 제거되었다.

전 처리된 서열은 하나의 파일로 합하여 taxonomy based clustering 

(TBC) 프로그램(Lee et al., 2012)을 이용하여 97% 서열 유사도

를 기준으로 OTU (operational taxonomic unit)를 나누는 클러

스터링 분석을 수행하였다. 이에 따라 각각 시료에 따른 OTU의 

빈도를 결정하고 각각의 OTU의 대표서열을 결정하였다. 

QIIME 분석도구모음(Kuczynski et al., 2012)을 이용하여 대표

서열을 분석하였다. 염기서열의 분류는 Greengenes (McDonald 

et al., 2012)에서 2012년 10월에 배포된 gg_12_10 데이터베이

스를 이용하여 BLAST 방식으로 분류학적 동정을 수행하였으

며 e-value 기준으로 10-30 이하가 나온 것들만을 인정하였다. 

Ace, Chao, Shannon index와 같은 다양성 지수는 mothur 분석도

구모음을 이용하여 계산하였다(Schloss et al., 2009). 
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Species Sample Total reads Subsampled readsa OTUs Ace Chao Shannon Coverage

Sea Cucumber
(Apostichopus 

japonicas)

SC1 4915 1927 141 315 260 2.16 0.96
SC2 5177 1927 107 346 215 1.90 0.97
SC3 6924 1927 206 563 403 3.22 0.94
SC4 4697 1927 298 1023 638 3.38 0.91
SC5 3933 1927 159 421 312 1.78 0.95
SC6 1927 1927 245 687 496 3.00 0.93

Shrimp
(Litopenaeus 

vannamei)

SH02 2404 1927 340 926 676 3.88 0.90
SH04 2121 1927 137 349 253 1.93 0.96
SH06 2262 1927 258 549 444 4.19 0.94
SH12 3276 1927 318 820 631 4.36 0.91
SH17 10657 1927 92 255 170 2.53 0.98
SH18 2511 1927 384 1287 820 4.68 0.88

a Subsampling was conducted based on the smallest number (1927 reads of sample SC6) of reads among samples. 

Table 1. Sample information and diversity indexes according to the samples

(A) (B)
Fig. 1. (A) Rarefaction curve with number of OTUs versus number of reads and (B) rank-abundance curve of top 11 OTUs of each sample.

결 과

다양성 지수 비교

전 처리를 거친 총 50,804개의 염기서열(평균길이 345 bp)을 

확보하여 분석하였다. 각각의 시료에 따라서 가장 작은 시료는 

1,927개의 염기서열을 가지고, 가장 큰 시료는 10,657개의 염기

서열을 얻을 수 있었다. 다양성 지수를 비교하기 위하여 가장 작

은 크기의 시료의 염기서열 개수인 1,927개에 맞추어 다양성 지

수를 새로 계산하였으며 그 결과를 Table 1에 나타내었다. 모집

단이 정규분포를 이루고 모분산이 다르다는 가정하에 t-검정을 

수행하여 비교하였을 때 해삼과 새우간에 다양성 지수의 평균의 

차이는 없는 것으로 나타났다(P>0.01). 이는 해삼 및 새우의 집

단 내 다양성의 차이가 매우 크기 때문인 것으로 사료된다. 즉 

Shannon index의 경우에 해삼이 개체에 따라 1.78–3.38까지 큰 

변화를 보이는 것과 마찬가지로 새우의 경우에도 1.93–4.68까지

의 큰 변화를 나타내어 그룹간의 다양성을 비교하기에는 한계가 

있었다. 뿐만 아니라 다른 종간의 개체 내의 미생물 다양성을 비

교하는 것이며, 채취 방법에 따라 세균 다양성의 차이가 있기 때

문에 비교에 한계가 있을 것으로 사료된다. 

OTUs의 희박화 곡선(rarefaction curve)과 순위존재비곡선

(rank abundance curve)

OTUs의 수는 180–490개 정도로 계산이 되었으며 희박화 곡

선에 따르면 각각 시료의 서열의 수가 증가함에 따라서 OTU의 

개수가 증가하는 속도가 시료 별로 차이가 있는 것을 볼 수 있었

다(Fig. 1A). 증가하는 속도가 가장 느린 것은 SH17 시료이며 

10,000개가 넘는 서열에서도 200개 정도의 OTU만 존재하는 것

으로 나타났다. 가장 증가하는 속도가 빠른 것은 2,500개 정도의 

서열에서 450개 정도의 OTU가 존재하는 SH18이다. 그러나 전

체 시료의 서열 개수에 비해 OTU의 수는 그리 높지 않은 것을 

볼 때 충분한 서열 분석이 이루어졌다고 할 수 있었다. 

순위존재비곡선은 각 시료에서 모든 OTU를 그 존재비가 높

은 순서대로 등수를 매기고 이러한 등수에 따라서 각각의 존재

비를 나타낸 그래프이다. Fig. 1B에서는 각각의 시료에서 존재
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Fig. 2. Classification of reads in the phylum-class level according to samples. The taxonomic group equal or more than 1% in at least one 
sample was indicated. Bar shows the relative ratio of the taxonomic group in each sample.

비가 가장 높은 11개의 OTU들을 나타낸 것으로 소수의 OTU가 

매우 높은 비율을 가지고 있는 것을 볼 수 있었다. 특히 이는 해

삼의 경우에 두드러진 특성이며 새우의 경우에는 SH04를 제외

하고는 해삼에 비해 OTUs의 비율이 균일하게 분포하고 있는 것

을 볼 수 있었다. 

엽록체 서열의 분석

해삼과 새우에서 각각 0.6–25.1%(평균 8.3%), 0.1–14.9%(평

균 5.7%) 가량의 서열이 엽록체의 16S rRNA 서열로 밝혀졌다. 

16S rRNA 유전자를 바탕으로 한 세균 다양성 분석에서 많은 경

우 엽록체의 서열도 함께 검출이 되기 때문에 세균의 다양성을 분

석할 때 이들을 고려해야 한다. 조류 Stramenopiles의 엽록체가 

해삼에서는 가장 많이 발견되는 것을 볼 수 있었다. Stramenopiles

는 규조류를 포함한 다양한 조류를 포함하고 있는 그룹으로 알

려져 있으며 이는 해삼의 먹이가 다양한 조류인 것을 고려하면 

설명이 가능하다. 새우의 경우에는 좀 더 다양한 종류의 엽록체 그

룹을 관찰할 수 있었다. Chlorophyta, Rhodophyta, Strepotphyta

와 그 외 알려지지 않는 그룹에 속하는 서열들이 존재하는 것을 

볼 수 있었다. 이는 새우의 경우 다양한 위치의 양식장에서 채취

가 되었기 때문에 양식장의 위치 및 제공 받은 사료의 종류에 따

라 엽록체의 종류가 다른 것으로 판단된다. 

문과 강 수준에서의 분류 결과의 비교

문과 강의 수준에서 해삼의 경우에는 비교적 적은 수의 분류

군에 대부분의 염기서열이 몰려 있는 것을 볼 수 있었다(Fig. 2). 

해삼에 가장 많이 존재하는 것은 Fusobacteria 문의 Fusobacteria 

강으로 평균 51.3%의 비율을 보인다. SC4만 Fusobacteria 강이 

0.3% 밖에 되지 않아 다른 개체와 큰 차이를 보이나, 다른 개체

의 경우에는 최소 47% 이상의 양을 차지하는 우점종이라고 할 

수 있었다. SC4에서 가장 많이 발견되는 그룹은 Bacteroidetes 

문의 Flavobacteria 강으로 60.6%를 차지하였다. Flavobacteria 

강은 다른 개체에도 7.0–26.8%까지 존재하고 있어 해삼 장내 세

균 균총에서 두번째 우점종이라고 할 수 있다. α-Proteobacteria 

강이 세번째 우점종(평균 6.5%)으로 나타나지만 해수에서 발견

되는 양만큼 되지는 않는다. 또한 해수에서 우점으로 발견되는 

γ-Proteobacteria 강은 많이 발견되지 않아 해수와는 전혀 다른 

세균 균총을 이루는 것을 알 수 있었다. 

새우의 경우 문과 강의 수준에서 해삼보다 다양한 분류군이 

존재하는 것을 볼 수 있었다. 해삼의 경우 특정 문이나 강이 높은 

비율로 존재하면서 다른 문이나 강의 비율은 낮은 편이나 새우

의 경우 여러 문과 강이 골고루 분포하고 있는 것을 볼 수 있었

다. 그러나 개체에 따라서 분류군의 종류와 비율의 편차가 심한 

것을 볼 수 있었다. 새우 시료 사이에서 공통적으로 관찰되는 분

류군으로 2.1–20.7% (평균 11.6%)를 차지하는 γ-Proteobacteria 

강과 2.6–20.9% (평균 9.7%)를 차지하는 Bacilli 강과 2.9–10.5% 

(평균 7.0%)를 차지하는 Flavobacteria 강이 있었다. 이 밖에도 

α-Proteobacteria 강(평균 9.0%), δ–Proteobacteria 강(평균 6.8%), 

Actinobacteria 강(평균 4.2%) 등이 비교적 상당한 비율로 존재하

는 분류군이라고 할 수 있었다. 반면에 평균적으로 가장 높게 존재

하는(평균 16.0%) Cyanobacteria 문의 Synechococcophycideae 

강은 처음 3 개체에서는 25.1–37.5%의 비율로 우점하고 있으나 

다른 세 개체에서는 1.9% 미만으로 존재하여 개체간의 편차가 

매우 큰 것을 볼 수 있었다. 특이하게 3 개체의 새우(SH04, 

SH17, SH18)에서는 Tenericutes 문의 Mollicutes 강의 비율이 

각각 55.0%와 31.8%와 6.5%로 매우 높은 것을 볼 수 있었다. 

속 수준의 분류 결과 비교

Figure 3은 해삼과 새우의 장내 세균 다양성을 속 수준에서 

비교해 본 것으로 적어도 하나의 시료에서 1% 이상의 비율을 보

인 속들만 나타낸 그림이다. Figure 3에서 분류군의 이름에서 

f__, g__ 와 같이 나타내진 것은 각각 family (과), genus (속) 수

준에서 미분류군(unclassified group)을 나타낸다. 이는 주로 비

배양적인 분석을 통하여 환경에서 얻어진 서열만 존재하는 집단

이라는 것을 의미한다(McDonald et al., 2012). Figure 3의 전체 
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(A)

(B)

Fig. 3. Classification of reads in the level of genus from (A) sea cucumbers and (B) shrimps. The genera more than 1% in at least one sample 
were shown.

속 중에 미분류 속의 비율은 해삼과 새우에서 각각 전체 62%, 

59%를 보이고 미분류 과의 경우에는 각각 34%, 19%의 비율을 

보이는 것을 확인 할 수 있었다. 

문과 강 수준의 분류와 마찬가지로 해삼의 경우는 몇몇 속이 

전체 비율의 대부분을 차지하고 있는 것을 볼 수 있었다(Fig. 

3A). 해삼에서 가장 많이 존재하는 속은 Propionigenium이며 
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(A) (B)
Fig. 4. Venn diagrams showing the distribution and detection frequency of taxa in the level of (A) genus and (B) class for sea cucumbers (SC) 
and shrimps (SH). The first number following taxon name is the detection frequency in sea cucumbers and the second number is in shrimps. 
Unclassified taxon is not included.

SC4를 제외하면 40–77%까지 매우 많은 양을 차지하고 있다. 

SC4의 경우에는 0.6%로 적은 양을 나타내었다. Fusobacteria 

문의 대부분은 Propionigenium 속에 속한다는 것을 확인할 수 있

었다. Flavobacteriaceae에 속해 있는 속 수준의 미분류군이 높은 

비율로 존재하였다(4–46.9%). SC4의 경우에는 Flavobacteriaceae

의 속이 가장 많은 양(46.9%)을 차지하고 있을 뿐만 아니라 같은 

과에 속하는 속인 Lutimonas가 12.1%로 많은 양을 차지하였다. 

특이하게도 SC4와 SC6에는 Helicobacteraceae에 속하는 미분

류 속이 각각 5.7%과 2.5%로 상당량 존재하는 것을 볼 수 있었다. 

새우의 경우(Fig. 3B), 해삼과 다르게 매우 다양한 분포를 보

여주고 있다. Lactococcus 속의 경우 전체 새우에 모두 2% 이상 

최대 16.9%까지 존재하였다. 그 외로 Leuconostoc과 같은 유산

균이 비록 소량(0.2–2.5%)이지만 새우에 전체적으로 분포하고 

있었다. Rhodobacteraceae 과의 미분류 속(0.3–14.1%)이 비교

적 높은 비율로 존재하고 있으며, 해삼에서 우점종으로 존재하

는 Bacteroidetes 문의 Flavobacteria 강에 속하는 속들도 상당

량으로 발견되었다. Flavobacteriaceae 과에 속하는 알려지지 

않은 속(0.4–9.6%) 뿐만 아니라 Flavobacteriales 목에 속하는 

알려지지 않은 속(4개체, 0.5–9.3%) 또한 많이 존재하고 있는 것을 

볼 수 있었다. δ–Proteobacteria 문에 속하는 Desulfobulbaceae 

과에 속하는 그룹도 비교적 높은 비율로 발견되었다(4개체, 4–
9.9%). Prochlorococcus 속(3개체, 15.8–37.5%), Mycoplasmatales 

목의 과수준의 미분류군(3개체, 7.2–55%)과 Helicobacteraceae

의 미분류 속(3개체, 2.4–18.7%), Vibrio 속(2개체 13–13.2%) 등

이 존재하는 것을 볼 수 있었다. 그 외로 특정 개체에만 높은 비

율로 존재하는 분류 균들이 관찰이 되었다. 

분류군의 관찰 빈도수 비교

해삼과 새우의 속과 강 수준의 분류군의 분포와 관찰 빈도수를 

벤다이어그램으로 나타내었다(Fig. 4). 12개의 모든 시료에서 관찰

되는 속은 Vibrio 속 하나 밖에 없었으며 Phaeobacter, Pseudoruegeria, 

Lactoccous, Clostridium과 같은 속들은 해삼과 새우에서 공통

적으로 높은 비율(총 75% 이상)로 관찰되었다. 다른 속들은 해

삼과 새우에 각기 존재하거나 해삼과 새우에서 발견되는 빈도수

가 높지 않았다. 강 수준에서의 분류군의 분포를 살펴보면 공통

적으로 발견되는 강이 많이 존재하는 것을 볼 수 있었다(Fig. 

4B). 총 19개의 강 중 3개의 강 만이 해삼 또는 새우에만 존재하며, 

해삼의 경우 Lentisphaeria가, 새우의 경우 Synechococcophycideae

와 Nostocophycideae가 특이적으로 존재하는 것을 확인할 수 있

었다. 

고 찰

해삼에서 가장 우점하고 있는 두 속 중 하나인 Propionigenium

은 공식적으로 분류된 종이 2종 밖에 없으며 절대 혐기성 균으로 

알려져 있었다(Both et al., 1991; Janssen and Liesack, 1995). 

Propionigenium maris의 경우 갯벌의 진흙에서 분리되었으며 

혐기성 발효를 하는 것으로 알려져 있으며(Janssen and Liesack, 

1995) 저서생물인 해삼의 특성을 고려하면 해삼의 장에 존재하

는 Propionigenium 균들이 진흙에서 유래했을 수 있으며, 장내

에서 혐기성 발효에 관여할 수 있을 것으로 예측된다.

또 다른 우점종인 Flavobacteria의 경우 동물의 공생자로 알

려져 있으며 기회감염균으로도 알려져 있다(Bernardet and 

Nakagawa, 2006). 일반적으로 호기성으로 알려져 있으나 혐기

성인 속들도 많이 알려져 있다(Bernardet and Nakagawa, 2006). 

SC4에 많이 나타난 Flavobacteria의 다른 군인 Lutimonas의 경

우 절대 호기성 균으로 알려져 있다(Yang et al., 2007). SC4와 

같은 경우는 장내 특성 변화로 인하여 호기성 균이 많이 자라서 

다른 해삼과 다른 세균 군집을 가지고 있을 가능성도 있다.

Propionigenium 속과 Flavobacteria의 미분류 속은 서로 음의 

상관관계를 가지고 있는 것을 관찰 할 수 있는데 Flavobacteria

의 미분류 속이 호기적 특성을 가지고 있다고 가정하면 해삼 내 장

내 산소 농도의 변화 등에 따라서 세균의 특성이 달라졌다고 가

정할 수 있을 것이다. 이는 SC4에서 상당량의 Helicobacteraceae

에 속한 미분류 균이 관찰되는데 일반적으로 이들은 미호기성

(microaerophilic)인 것으로 알려져 있기 때문에(Bury-Mone et 

al., 2006) 장내 산소의 농도의 변화가 관여되었을 가능성도 있

다. Helicobacteraceae 과는 또한 숙주에 기생하여 질병을 일으

키는 것으로 알려져 있기 때문에 이들이 해삼에게 미치는 영향

에 대한 연구가 필요할 것이다. 
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새우의 경우에 많은 양의 Lactococcus 속이 발견이 되고, 

Leuconostoc 속도 비록 소량이지만 골고루 발견되는 것은 새우

의 장내에 유산균이 존재할 수 있는 혐기성 환경이 유지되고 있

는 것을 보여주고 있다. 또한 Desulfosarcina와 같은 황산염환원

균의 서열이 발견되는 것을 보면 장내에서 절대 혐기성 환경이 

존재하고 있다는 것을 보여주고 있다. 특히 유산균의 경우 유익

균으로서 다른 병원성 균들의 생장을 억제하거나 장내 면역반응 

등을 활성화하는 특성을 가지고 있기 때문에 산업적 응용가능성

을 보여줄 수 있는 것들이라고 할 수 있다. 일부 개체에서 

Mycoplasmatales 목의 미분류 속이 높은 비율로 발견되는데 

Mycoplasma에 속하는 속은 숙주세포에 기생하는 것으로 잘 알

려져 있으며 이는 새우의 병원성과 연관지어 특기할만하다. 또

한 연어에서도 Mycoplasma가 보고된 바 있다(Holben et al., 

2002). 새우의 경우에는 많은 종류의 속들이 다양하게 존재하는 

것을 볼 수 있으며 개체에 따라서 서로 다른 분포를 나타내고 있

다. 이는 새우가 양식장 환경에 영향을 많이 받고 있다는 것을 나

타내는 것으로 새우에 공통적으로 존재하는 세균을 찾아보기 위

해서는 좀 더 많은 양의 시료가 필요할 것이다.

 세균의 16S rRNA 유전자를 분석하다 보면 많은 양의 엽록

체의 16S rRNA가 발견이 되기도 한다. 이러한 엽록체의 서열은 

분석시 주로 제거되거나 무시된다. 그러나 미생물 군집의 다양

성을 분석할 때 엽록체의 서열이 너무 많은 양을 차지하게 되면 

다양성 분석과정에서 영향을 미칠 수 있다. 또한 엽록체 서열 분

석을 통하여 해양 동물의 식물성 또는 조류 먹이의 다양한 면을 

보여주는 기능도 가능하다. 

해삼과 새우에서 상당부분의 서열들은 아직까지 분류가 되지 

않은 군들, 다시 말하면, 환경에서 얻어진 서열만으로 이루어진 

군들과 가까운 것으로 나타났다. 이는 해삼과 새우에 존재하는 

많은 미생물들이 아직까지 배양이 되지 않았으며 새로운 분류군

으로 분류될 수 있는 것들이 많이 존재하고 있다는 것을 의미한

다. 현재 세균의 경우 배양을 통하지 않는 연구를 통하여 약 60

여 개 이상의 문(phylum)이 알려져 있으나 이중 배양이 된 균주

를 가지고 있는 문은 아직까지도 절반 정도 밖에 되지 않다

(Rinke et al., 2013). 이는 해삼과 새우에서 미분류군이 많은 이

유를 설명해 준다. 실제로 해면과 같은 해양 무척추 동물의 경우

에도 기존에 분류학적으로 알려지지 않은 많은 수의 서열들이 

발견되고 있다(Schmitt et al., 2012). 예를 들어 “Poribacteria”

와 같은 그룹은 해면에서만 특이적으로 발견되는 문으로서 아직

까지 순수 배양이 된 균주가 없기 때문에 후보 문(candidate 

phylum)으로만 정의 되어 있다(Fieseler et al., 2004). 새우나 해

삼 등의 장내 세균들에 아직까지 그 특성이 밝혀지지 않은 많은 

세균들이 존재한다는 점에서 새로운 미생물자원으로 이용될 수 

있을 것이다. 본 연구는 경제 산업적으로 중요한 해양 무척추동

물인 해삼과 새우의 장내 세균의 다양성을 대용량 서열 분석법

으로 살펴본 연구로서 기존에 알지 못했던 해삼과 새우의 공생 

미생물의 다양성을 살펴볼 수 있었으며 장내 미생물과 해양 생

물간의 상호작용에 대한 기본 자료를 제공하는 연구라고 할 수 

있다.

적 요

16S rRNA 유전자를 대상으로 454 파이로서열 분석법을 이용

하여 해삼(Apostichopus japonicus)과 새우(Litopenaeus vannamei)

의 장내 세균의 다양성을 분석하였다. 해삼의 경우, 대부분의 서열은 

두 개의 속과 연관성이 있는 것으로 나타났다. 하나는 Fusobacteria 

문의 Propionigenium 속이며, 다른 하나는 Bacteroidetes 문의 

Flavobacteriaceae 과에 속하는 미분류 속이었다. 새우는 해삼에 

비해 다양한 속들을 포함하고 있었으며 Lactococcus, Leuconostoc, 

Prochlorococcus, Vibrio 속들과 Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae, 

Desulfobulbaceae, Helicobacteraceae 과와 Mycoplasmatales 

목에 속하는 미분류 속들을 포함하고 있었다. 해삼과 새우의 속

들의 절반 이상이 환경에서 비배양적으로 얻어진 서열만 존재하

는 미분류된 속인 것으로 확인되었다. 대용량 454 파이로서열 

분석법을 통하여 해삼과 새우의 장내 세균의 다양성을 밝힐 수 

있었으며, 그 결과 해삼과 새우는 아직까지 밝혀지지 않는 새로

운 미생물을 많이 포함하고 있는 것을 알 수 있었다. 
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