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볼락(Sebastes inermis)은 쏨뱅이목 (Order Scor-
paeniformes) 볼락과 (Family Sebastidae) 볼락속 

(Genus Sebastes) 에 속하는 난태생 어류이며 일본 

북해도 연안에서부터 우리나라의 동해안과 제주

도 연안을 포함한 해역에 서식한다 (Masuda et al., 
1984). 볼락은 해조가 무성한 연안 암반 해역에서 

무리지어 서식하는 연안 정착성 어종으로 우리나

라 남해안 연안에서는 연중 채집이 가능하다. 또

한, 볼락은 양식 대상 어종으로 경제성이 높으며, 
연안 자원조성용 어종으로도 주목받고 있다(Choi 
et al., 2005; Gwak and Park, 2006).

우리나라에서는 2000년대 초반 볼락의 종묘 생

산 기술이 보급되면서 연안해역의 자원 조성을 위

해 방류용으로 종묘가 생산되고 있으며, 남해안 연

안의 소규모 가두리 양식 시설에서 양식되고 있다

(Oh and Noh, 2006; Kim et al., 2007). 볼락의 종묘 

생산 및 양식 과정에서 볼락의 생물학적 특성 및 

생리학적 특성 등에 관해서는 연구정보가 비교적 

축적되어 있으나 (Gwak and Park, 2006), 양식 과정
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에서 발생하여 폐사의 원인이 될 수 있는 감염성 

질병에 관한 연구는 거의 수행되어 있지 않다. 볼
락과 함께 동일한 볼락 속 (Genus Sebastes)에 포함

되며 우리나라에서 대규모로 양식하고 있는 조피

볼락(Sebastes schlegeli)의 경우, 연쇄구균증, 비브

리오증 등 여러 세균성 질병에 의한 피해가 보고되

어 있다 (Choi et al., 2010). 볼락의 경우, 경상남도 

양식산 어류의 병원체 모니터링 조사에서 Vibrio 
harveyi, Vibrio spp.의 존재가 확인된 바 있다 (Kang 
and Cha, 2019). 본 연구에서는 양식산 볼락을 사육

하는 과정에서 체표의 궤양을 나타내며 지속적으

로 폐사하는 개체들이 출현하여 세균 감염을 의심, 
세균 분리를 시도하였으며, 분리된 균주를 종 수준

까지 명확히 동정하여 볼락의 질병 관리를 위한 

자료를 제공하고자 하였다.
2020년 8월 27일 통영에서 양식산 볼락 50마리

(평균 체장 17.6 cm, 평균 체중 89.7 g)를 채집하여, 
강릉원주대학교 해양과학교육원의 사육시설로 운

반하였다. 채집한 시료는 두 개의 FRP 원형 수조에 

각각 25마리씩 분리 수용하였으며 사육 수온은 20 
℃ 내외로 유지되었다. 사육 6일 차 이후 지속적인 

폐사가 발생하였으며, 폐사 혹은 빈사 상태의 개체

에서 공통적으로 꼬리지느러미의 충혈, 부식, 아가

미 및 체표의 부식, 궤양, 안구 돌출 등의 외관 증상

이 관찰되었다 (Fig. 1A, B). 또한, 해부 소견으로서 

간장의 퇴색, 점상 출혈, 소화관의 황색 점액 및 

복수 등이 확인되었다 (Fig. 1C). 이상의 증상을 나

타내는 빈사 상태의 볼락을 총 11마리 채집하여 

즉시 실험실로 운반, 세균 분리에 사용하였다. 또
한, 공시어의 해당 병변은 현미경 관찰을 통해 기

생충 감염 여부를 확인하였으며, 세균 분리에 사용

한 장기의 일부는 Viral Hemorrhagic Septicemia 
Virus (VHSV) 및 Marine Birnavirus (MBV) 검출용 

PCR 시료로도 사용하였다. 
공시어는 과량의 마취제 (2-phenoxyethanol, Sig-

ma, USA)를 투여하여 안락사를 유도한 다음 방혈, 
개복하여 비장과 신장을 노출시킨 후, 멸균된 백금

이를 깊숙이 찔러 1.5% NaCl을 첨가한 TSA (Tryp-
ticase soybean agar, Difco, USA)배지 및 TCBS 
(Thiosulfate citrate bile salts sucrose, Difco, USA)에 

각각 도말하였다. 복수가 형성된 개체는 복수 10 

㎕를 멸균된 PBS 90 ㎕에 희석하여 세균 분리에 

사용하였다. 도말한 배지는 20℃에서 24~48시간 

배양한 다음 배지에 형성된 집락들 중에서 육안으

로 관찰하여 가장 우점하고 있는 집락을 선택하여 

계대 배양하였다. 
TCBS 배지에 생성된 집락 중 가장 우점하는 두 

종류의 집락을 선택하여 생화학적 테스트를 진행

하였다. 그람염색을 통해 각각의 집락을 형성한 균

주의 형태를 관찰한 후, 장내세균 및 그람음성 간

균의 동정에 사용되는 API 20E test (Biomerieux, 
France) 와 oxidase test를 실시하였다. 또한, TSB 
(Trypticase soybean broth, Difco, USA) 배지에 균주

Fig. 1. Moribund dark-banded rockfish showing clinical 
signs. A. Exophthalmia (black arrow), skin ulcers (white 
arrows) and tail hyperemia (black arrowheads); B. gill 
rot (white arrow), excessive mucus (white arrowhead) 
and tail rot (black arrow); C. discoloration of liver 
(white arrow), yellowish fluids in intestines (black ar-
row) and ascites (black arrowhead).
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를 배양하여 염분 농도별 (0.5, 3, 6, 8, 10% NaCl) 
및 온도 조건별 (4, 10, 22, 25, 30℃) 성장 여부를 

확인하였으며, 이상의 결과를 이미 알려진 Vibrio 
속 세균의 특성과 비교하였다.

상기의 2개 균주를 각각 1.5% NaCl이 첨가된 

TSB 배지에 20℃, 18시간 배양하였다. TSB 배지에 

배양된 균주를 3,000 rpm에서 10분간 원심분리한 

후 상층액을 제거하고 세균 pellet을 취하였다. 세
균 pellet은 microtube에 옮겨 멸균된 PBS로 2-3차
례 washing한 후, 12,000 rpm에서 5분간 원심분리

하고 상층액을 제거하여 QIAamp DNA mini kit 
(QIAGEN, France) 매뉴얼에 따라 핵산을 추출하였다. 

세균의 종 동정을 위해 16S rDNA 및 recA (DNA 
recombination and repair protein) gene과 rpoA (RNA 
polymerase, alpha subunit) gene을 target으로 PCR을 

실시하였다. 세균의 종 동정에 사용한 primer set의 

정보 및 PCR 조건은 Table 1에 나타내었다. 증폭된 

PCR산물은 1.5% agarose gel을 사용해 전기영동을 

한 후, UV transilluminator상에서 target band를 확인

하였다. 생성된 band는 잘라내어 gel purification 
kit(bioneer, korea)를 이용하여 정제한 다음, se-
quencing을 실시하였다. 분리된 균주의 염기서열

은 GeneBank에 등재되어 있는 다른 Vibrio 속 세균

의 염기서열과 함께 MEGA 7.0을 사용하여 계통수 

제작 및 균주들간의 상동성을 조사하였다.
빈사 개체의 비장, 신장 및 복수를 TSA배지 

(NaCl 1.5% 첨가)에 도말, 배양한 결과, 모든 시료

에서 공통적으로 swarming movement를 보이는 집

락(SI_1)과 크림색의 원형 집락 (SI_2)이 압도적으

로 우점하였다 (Fig. 2A, B). 이들 집락은 TCBS 배
지에서 노란색의 단일 집락(SI_1)과 초록색의 단일 

집락 (SI_2)을 각각 형성하였다  (Fig. 2C, D). 이들 

두 분리균주는 모두 그람 음성이었으며, 해당 병변

으로부터 기생충과 VHSV, MBV는 검출되지 않았다.
분리균주 SI_1은 3~10%의 염분조건 및 20~35℃

의 온도 조건에서 성장하였다. 또한, LDC, ODC, 
CIT, IND, MAN 등의 test에서 양성 반응을 보여 

V. harveyi나 V. alginolyticus와 가장 유사하게 나타

났다. 반면, 분리균주 SI_2는 3%와 6%의 염분조건

에서 성장하였으며, CIT, IND, MAN 등의 test에서 

음성반응을 보여 V. gigantis와 가장 유사하였다 

(Table 2). 

Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR identification of isolated bacteria

Target gene Primer Sequence(5′-3′) PCR condition Size
(bp) References

16S rDNA 20F
1500R

AGAGTTTGATCATGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACGACTT

95℃(30sec)-51℃(1min) 
-72℃(2min), 30 cycles 1,481 Weisburg

et al., 1991

recA recA-01F
recA-02R

TGARAARCARTTYGGTAAAGG
TCRCCNTTRTAGCTRTACC 95℃(30sec)-52℃(1min)

-72℃(1min), 35 cycles

819
Thompson 

et al., 2005
rpoA rpoA-03F

rpoA-03R
ATGCAGGGTTCTGTDACAG
GHGGCCARTTTTCHARRCGC 951

Fig. 2. Culture characteristics of Vibrio isolates, SI_1 
and SI_2 originating from dark-banded rockfish. A. SI_1 
isolate on TSA (1.5% NaCl); B. SI_2 isolate on TSA 
(1.5% NaCl); C. SI-1 isolate on TCBS medium; D. SI_2 
isolate on TCBS. The arrows indicate swarming move-
ments.



Table 2. Differential biochemical and physiological characteristics of Vibrio species isolated in this study (SI_1, 2) 
and other Vibrio species. Data of other Vibrio species were adopted from Noguerola and Blanch (2008).

1, V. harveyi; 2,V. gigantis; 3, V. anguillarum; 4, V. alginolyticus; 5,V. cholerae; 6, V. ichthyoenteri; 7, V. ordalii; 
8, V. salmonicida; 9,V. splendidus; 10, V. vulnificus. +, ≥ 75% of strain positive; –, < 25% of strain negative; 
V, Variable; ND, Not Detected.

　 SI_1 SI_2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

 Growth in NaCl　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
0.5%
3%
6%
8%
10%

-
+
+
+
+

-
+
+
-
-

-
+
+
+
-

-
+
+
-
-

v
+
v
-
-

-
+
+
+
+

+
+
-
-
-

-
+
+
-
-

-
+
+
-
-

-
v
-
-
-

-
v
v
v
-

-
+
+
-
-

 Growth  at

4℃
20℃
30℃
35℃
40℃

-
+
+
+
-

-
+
+
-
-

+
+
+
+
v

ND
ND
ND
ND
ND

v
+
+
+
-

v
+
+
+
+

-
+
+
+
+

-
+
+
-
-

v
+
-
-
-

+
+
-
-
-

v
+
+
v
-

-
+
+
+
+

 API  20E

ONPG
ADH
LDC
ODC
CIT
H2S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
OX

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

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

v
-
+
+
v

ND
v

ND
+
-
+
-
+
-
-
-
-
-
-
-
+

-
+
-
-
-

ND
-

ND
+
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
-
+

+
+
-
-
+

ND
-

ND
+
+
+
-
+
-
+
-
+
-
-
+
+

-
-
+
+
+

ND
-

ND
+
+
+
-
+
-
-
-
+
-
-
-
+

+
-
+
+
v

ND
-

ND
+
+
+
-
+
-
-
-
+
-
-
-
+

-
-
-
-
-

ND
v

ND
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-
v
-
+

-
-
-
-
+

ND
-

ND
-
-
+
-
-
-
-
-
+
-
-
-
+

-
-
-
-
-

ND
-

ND
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-

ND
-
+

+
+
-
-
v

ND
-

ND
+
-
+
-
+
-
-
-
+
-
-
-
+

+
-
+
+
+

ND
-

ND
+
-
+
-
+
-
-
-
-
-
+
-
+

ONPG, b-galactosidase; ADH, arginine dihydrolase; LDC, lysine decarboxylase; ODC, ornithine decarboxylase; 
CIT, citrate utilization; URE, urease; TDA, tryptophane deaminase; IND, indole production; VP, Voges–Proskauer; 
GEL, gelatinase; GLU, glucose; MAN, mannitol; INO, inositol; SOR, sobitol; RHA, rhamnose; SAC, saccharose; 
MEL, melibiose; AMY, amygdalin; ARA, arabinose; OX, cytochrome oxidase.
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이들 두 균주의 16S rDNA 및 recA, rpoA gene을 

타겟으로 한 PCR에서 각각 ~1600bp, 819bp, 951bp 
위치에 band가 형성되었다 (Fig. 3). 이 band로부터 

확보한 염기서열은 계통수를 작성하여 분석한 결

과, 16S rDNA 유전자의 경우, SI_1은 V. harveyi와 

clustering되었으며 SI_2는 V. gigantis와 clustering
되었다 (Fig. 4). recA, rpoA 유전자도 동일하게 각

각 V. harveyi, V. gigantis와 clustering되었다 (Data 
not shown). 각 gene에 대해 SI_1은 V. harveyi와 

98.4~100%의 상동성을 보였으며, SI_2은 V. gigan-
tis와 99.9~100%의 상동성을 보였다 (Data not 
shown). 따라서, 각각의 균주를 Vibrio harveyi와 

Vibrio gigantis로 동정하였다. 
V. harveyi는 다양한 해산 어류 및 무척추 동물에 

감염하여 안구, 소화관, 체표, 근육, 꼬리 등에 병변

을 형성, 폐사를 유발하는 것으로 알려져 있으며, 
아시아, 남유럽, 남아메리카 등의 온대 해역에서 

발생, 양식 산업에 큰 피해를 주고 있다 (Zhang et 
al., 2020). 우리나라에서도 넙치, 조피볼락 등에서 

V. harveyi가 분리, 보고된 바 있으며 (Sohn et al., 
2020; Won et al., 2006), 볼락에서도 V. harveyi가 

분리된 바 있어(Kang and Cha, 2019) 본 연구에서 

분리된 V. harveyi는 양식 현장에서 볼락에게 이미 

감염되어 있는 상태로 운반되었을 가능성이 있다. 

Fig. 3. PCR profiles targeting 16S rDNA gene (A), recA gene (B) and rpoA gene (C) (M. 100bp Marker; Lane 
1. SI_1 isolate; Lane 2. SI_2 isolate).

Fig. 4. Molecular phylogenetic tree showing the genetic relationships among Vibrio species based on 16S rRNA 
genes sequences, including the isolates (SI_1, SI_2) in this study. This tree was constructed based on neighbor-joining 
method. Numbers at nodes denote the level of bootstrap based on 1,000 replicates.
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분리된 V. harveyi는 TSA 배지에서 한천 배지의 표

면을 따라 집락이 넓게 퍼지는 swarming movement 
현상을 나타내었으며, 이는 Proteus 속 및 Vibrio 
속 세균 (e.g., V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, 
V. harveyi)에서 나타나는 현상으로서 Won et al. 
(2007)이 V. harveyi에서도 이미 보고하였다. 또한, 
Ortigosa et al. (1994)은 V. harveyi는 0.5~7%의 염분 

조건에서 성장 가능하며, 균주에 따라 8%에서도 

성장이 가능하다고 보고하였다. 본 연구에서 분리

된 V. harveyi는 10%의 염분 조건에서도 성장하여 

다른 V. harveyi 분리주에 비해 염분 내성이 상대적

으로 강한 것으로 생각된다. 한편, V. gigantis는 지

중해에서 양식되는 굴에서 처음으로 보고되었으

며 (Le Roux et al., 2005), 일반적으로 패류에서 분

리되는 것으로 알려져 있다. 최근 Sohn et al. (2020)
은 양식산 넙치에서 V. gigantis를 분리하였으며, 넙
치에 대한 병원성 여부는 알 수 없다고 언급하였다. 

본 연구에서도 V. harveyi와 V. gigantis가 우점적

으로 분리되었으며, 볼락에서 관찰된 임상 증상은 

V. harveyi 감염시 나타나는 증상과 유사하여 V. 
harveyi가 볼락의 폐사 원인일 가능성이 높은 것으

로 생각되었다. 하지만 폐사의 원인을 좀더 명확하

게 밝히기 위해서는 인위 감염 시험 등 추가 연구

가 필요하다고 생각된다.    
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