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 Development of Paralytic Shellfish Poisoning Toxification 

and Detection of the Genus Alexandrium by using Real-time 

PCR Assay in Jinhae Bay, Korea

                                                                           

                                                                   

 Jeong-Kyeong Park 

Department of Fisheries Biology, Graduate School,

Pukyong National University

Busan 608-737, Korea

Abstract

Outbreaks of toxic dinoflagellate Alexandrium have gradually increased in 

Korean coastal waters and caused severe damage to shellfish culture industry. 

The survey on mussel toxicity in association with toxic dinoflagellate 

Alexandirum was conducted when cultured mussels Mytilus edulis were found 

to accumulate paralytic shellfish toxins from March to May 2007 in Jinhae 

Bay, Korea. The cell density of Alexandrium spp. increased until mid of 

April, following decreased and disappeared in end of May. The maximum 

cell densities of Alexandrium spp. reached 25,800 cells L-1 on 30 May. The 

mussel toxicity also increased with increase of the cell density of 

Alexandrium spp. (except 30 March), and decreased gradually in proportion to 

cell density. The highest PSP toxicity was 4,456.01 μg STXeq. 100 g-1 on 18 

April. The predominant toxins detected in mussels were C1+2, GTX1+4, 

GTX2+3, and trace toxins were dcSTX, neoSTX, STX, GTX5. At the 

beginning of the survey, the proportion of C1+2 and GTX1+4 in mussels 

were much higher and lower, respectively. However, the former gradually 

decrease, while the latter gradually increased thereafter. 

   In order to rapid detection of the genus Alexandrium in environmental 
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water samples, the real-time PCR assay was adopted. 5.8S-b5' and 5.8S-b3' 

primers specifically amplified only the genus Alexandrium, while amplification 

products were undetectable in reaction containing the DNA of other 

dinoflagellates. The 6-month field survey conducted in Jinhae Bay 

(April-September), and the DNA of the genus Alexandrium was detected in 

April, May and August. It was similar period of occurrence toxic 

Alexandrium sp. in Korean coastal water. Therefore, the real-time PCR assay 

is available to rapid detection of the genus Alexandirum during coastal water 

monitoring.  
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Ⅰ. 서론

유해 적조 발생(Harmful Algal Blooms, HABs)은 세계적으로 인류의

보건과 수산자원, 관광산업 등을 위협하며 연안해역의 산업화와 부영양화

로 인해 그 규모가 점차 지속화․광역화 되고 있다(Anderson, 1989;

Hallegraeff et al., 1992; Smayda et al., 1990). 유해 적조 발생의 원인이

되는 식물플랑크톤 중 일부는 독소를 생산하고 이것을 섭취한 조개류에

축적되고, 이를 섭취하여 중독된 포유류는 심할 경우 사망에 이르게 된다.

특히 와편모조류 Alexandrium (Halim)속은 강력한 신경독소를 생산하여

이들을 섭취한 패류의 마비성 패독(Paralytic Shellfish Poisoning, PSP)으

로 인한 심각한 경제적, 사회적 문제를 일으키고 있다(Anderson, 1997).

마비성 패독 독소는 강한 수용성의 신경독으로 포유동물 체내에서 나

트륨채널에 대한 이온수송을 저해하여(Kao, 1993), 감각 이상과 구강주변

의 마비 및 멀미와 구토, 졸림 등을 유발하고, 심할 경우 호흡곤란과 순환

기 마비로 사망에 이르게 한다(Bricelj and Shumway, 1998). 또한 STX

(saxitoxin) 화합물을 총칭하는 헤테로고리형 구아닌으로 주 골격을 이루

고 20개 이상의 화합물로 구성되어 있다. 독성이 상대적으로 높은

carbamate계의 독소(STX, NEO, GTX1-4)와 독성이 가장 낮은

N-sulfocarbamoyl계 독소(C1-4, B1-2), 그 중간의 독성을 가지는

decarbamoyl계 독소(dcGTX1-4, dcSTX)로 구성된다(Oshima et al.,

2003). 마비성 패독을 생산하는 와편모조류는 Alexandrium acatenella, A.

catenella, A. cochrticula, A. fracterculus, A. fundyense, A. leei, A.

minitum, A. tamarense, A. tamiyavanichii, Gymnodinium catenatum,

Pyrodinium bahamanse var. compressum 등이 알려져 있다(Taylor et

al., 2003).
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Alexandrium속은 주로 북미, 유럽 및 일본 등 북반구의 온대지역에서

발생하였으나(Dale and Yentsch, 1978), 최근에는 중국, 베트남, 태국, 브

라질에서도 출현하고 있다(Wang et al., 2005; Nguyen-Ngo, 2004; Chou

et al., 2004; Persich et al., 2006). 세계 여러지역의 Alexandrium속 독양

상과 마비성 패독 발생에 대한 많은 연구가 진행되어 왔다(Hall, 1982;

Oshima et al., 1982; Maranda et al., 1985; Yoshida et al., 2001).

국내에서는 1986년과 1996년 독화된 담치를 섭취한 사람이 사망하는

사건이 발생하였고(Chang et al., 1987; Lee et al., 1997), 이러한 독화 발

생은 매년 봄철 굴, 담치와 같은 패류의 수확금지가 반복되고 있다. 국내

양식 및 자연산 패류는 매년 진해만과 부산 가덕도, 통영 등에서 3월에서

6월 사이 규제치(80 ㎍ STXeq. 100 g
-1
) 이상의 독소가 검출되고 있다

(NFRDI, 1998-2003). Chang et al. (1988)은 봄철 진해만 해역의 마비성

패독 발생의 원인생물이 A. tamarense임을 확인하였고, Han et al. (1992)

과 Lee et al. (1992)에 의해 독소를 생산하는 원인생물과 조개류의 독화

에 대한 연구가 수행되었다. 또한 손 (2005)은 진해만의 Alexandrium속의

현존량과 담치류의 체내 독함량의 관계를 보고하였다.

따라서 진해만은 마비성 패독의 발생에 대한 지속적인 모니터링이 요

구되는 지역이며, 일반적으로 현장 모니터링은 원인종의 마비성 패독 조

사와 원인생물의 종 동정으로 이루어진다(Galluzzi et al., 2004). 그러나

마비성 패독 조사는 전처리와 분석에 많은 시간이 소요되며, 환경적인 조

건에 따라 독성의 변화가 발생한다. 광학 현미경이나 전자현미경을 이용

한 종동정 방법 또한 많은 시간이 소요되고, 정확한 종 동정을 위해 많

은 경험이 요구되며 연구자에 따라 주관적인 견해로 결과의 오류를 유발

한다(Rehnstam-Holm et al., 2002). 이러한 문제를 해결하기 위해 PCR

기법, Real-time PCR 기법, Fluorescence in situ hybridization (FISH),
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Sandwich-hybridization, immunological 기법 등 여러 분자생물학적인 방

법들이 개발되어 왔다(Scholin et al., 2003). 이 중 Real-time PCR 기법은

전기영동 없이 신속한 원인생물의 검출과 정량화가 가능하여 현재

Pfiesteria sp. (Bowers et al., 2000; Saito et al., 2002), Karenia sp.

(Gray et al., 2003), Aureococcus sp. (Popels et al., 2003), A. minutum

(Galluzzi et al., 2004) 등과 같은 유해 적조생물을 현장해수 내에서 검출

하는데 이용하고 있다.

본 연구에서는 2007년 3월에서 5월까지 진해만을 대상으로 마비성 패

독 발생을 모니터링하였고, 이 지역을 포함한 남해안 Alexandrium속 분

리주의 독양상을 조사하였다. 또한 효율적인 현장 모니터링을 위해

Real-time PCR 기법을 이용하여 진해만 Alexandrium속을 신속하게 검출

할 수 있는 방법을 시도하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 조사지역

조사지역은 매년 봄 마비성 패독 발생으로 패류의 수확이 금지되는

남해 진해만을 대상으로 하였다. 진해만은 외해와 차단되는 폐쇄적인

형태이며, 내부에는 작은 만들이 곳곳에 형성되어 있어 해안선이 매우

복잡하다. 국내 최대 규모의 패류 양식이 행해지며, 특히 경남 마산시

수정리 해역은 담치 양식장이 밀집되어 있고 매년 Alexandrium속이 빈

번하게 출현하는 지역이다(Fig. 1).
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Fig. 1. The study area showing the location of sampling stations.

■ : Regional Alexandrium isolates.

● : Environmental water sample for Real-time PCR.

◎ : Phytoplankton and mussels.
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2. 진해만의 마비성 패독 발생 조사

2.1. Alexandrium속의 확보 및 담치 채집

Alexandrium속 분리주 확보를 위해 진해만의 고현, 수정리, 지세포

와 고성, 삼천포에서 저질시료를 채집하였다. 시료는 Core-sampler

(TFO type, ∅ 1.1 and 4.3 cm)를 이용하여 채집 후 저온(10℃) 보관하

여 실험실로 운반하였고 발아 방지하기 위해 4℃의 냉암소에서 보관하

였다. 저질시료의 표층을 덜어내어 여과해수에 부유시킨 후 초음파처리

하고 nylon mesh로 여과하였다. 밀도구배원심법(SPT-density gradient

centrifugation method; Bolch, 1997)을 이용하여 저질시료 내 휴면포자

를 분리하였고, 도립현미경(Olympus IX70)하에서 모세관피펫을 이용하

여 Alexandrium tamarense/catenella complex 휴면포자를 분리하였다.

분리한 휴면포자는 SWⅡ 배지, 17℃, 150 μmol m-2s-1의 조건하에서 발

아시켰고, 무균화하여 계대배양하였다(Table 1).

봄철 Alexandrium속의 출현량과 담치의 마비성 패독 관계를 조사하

기위해 경상남도 마산시 구산면 수정리 해역의 담치 양식장 2곳(Fig. 1)

을 대상으로 2007년 3월에서 5월까지 약 일주일 간격으로 각 정점의 식

물플랑크톤과 담치를 채집하였다. 식물플랑크톤 채집은 난센채수기를

이용하여 표층과 저층수를 각각 1 L 정량채수하고, nylon mesh로 여과

한 후 50 mL로 농축하였고, 10% glutaraldehyde를 이용하여 최종농도

2％로 고정하였다. 고정된 시료는 Sedgwick-Rafter chamber에 1 mL 분

취하여 Fukuyo et al. (1990)와 심(1994)의 방법에 따라 동정 및 계수하였다.

담치는 양식중인 진주담치(Mytilus edulis)를 식물플랑크톤 채집정점과 동일

한 곳에서 약 20개체 채집한 후 저온(10℃) 상태로 실험실로 운반하였다.
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2.2. HPLC를 이용한 마비성 패독 분석

마비성 패독 분석은 Oshima (1995) 방법에 따라 HPLC (High

Performance Liquid Chromatography)를 이용하였다. 담치의 독소 분석

을 위한 전처리는 담치의 육질부를 동량의 0.1 N HCl로 균질화하고 얼

음에 침지하면서 초음파 파쇄기(Daigger Ultrasonic Processor, GE750,

Japan)를 이용하여 파쇄하였다. 파쇄한 조직은 pH 조절(3.5～4.0) 후 중

탕(100℃, 5 min)하고 원심분리(3,000×g, 10 min)하여 상등액을

Sep-pak C18 cartridge로 여과하였다. 이 중 1.5 mL을 한외여과기

(Ultrafree-MC; M. W. 10,000, Millipore, Japan)에 넣어 원심분리

(8,000×g, 10 min)하고 분석 전 까지 -20℃에 보관하였다(Fig. 2).

Alexandrium 분리주는 중기지수성장기에 50 mL 수확하여 원심분리

(1,500×g, 5 min)한 후, 0.05N acetic acid를 첨가하고 초음파 파쇄기를

이용하여 얼음을 침지하며 파쇄 하였다. 파쇄 한 시료는 원심분리

(10,000×g, 10 min)하여 상등액을 한외여과기(Ultrafree-MC; M. W.

10,000, Millipore, Japan)에 넣어 원심분리(8,000×g, 10 min)하고 분석

전 까지 -20℃에 보관하였다

각 독소의 분석조건은 Table 2에 나타내었다. 분석에 사용된 표준 독

소는 일본 도호쿠대학의 Oshima 교수로 부터 제공받았으며, 독성은 표

준독소에 대한 상대값으로 계산하였다.
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Sampling

Strain code Site Date Origin Species

SCPC0603 Samcheonpo 11. Mar. 2006 C -

GSW0407 Gosung .Jul. 2004 W A. catenella

GHC0701-1 Gohyeon 17. Jan. 2007 C A. tamarense

JSPC0701-4 Jiseopo 17. Jan. 2007 C A. catenella

JSPC0701-5 Jiseopo 17. Jan. 2007 C A. catenella

JSPC0701-9 Jiseopo 17. Jan. 2007 C A. catenella

SJC0611-2 Sujeongri 09. Nov. 2006 C -

SJC0611-3 Sujeongri 09. Nov. 2006 C -

SJC0611-7 Sujeongri 09. Nov. 2006 C -

SJC0609 Sujeongri 11. Sep. 2006 C A. tamarense

Table 1. Isolation information, strain code and identification of Alexandrium

regional isolates

C, cyst germinant; W, isolated from water samples.
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Column Zorbax XDB-C8 column (4.6×250 mm; Agilent Technology)

Mobile phases Flow rate : 0.8 mL/min

(a) Cs
1 mM Tetrabutyl ammonium phosphate ,

adjust pH 5.8 by actic acid

(b) GTXs
2 mM Sodium 1-heptanesulfonate

in 10 mM Ammonium phosphate, adjust pH 7.1

(c) STXs
2 mM Sodium 1-heptanesulfonate in 30 mM Ammonium

phosphate, adjust pH 7.1 : acetonitrile = 100: 6

Post column

reaction regent
Flow rate : 0.4 mL/min

Oxidizing reagent
7 mM Periodic acid

in 50 mM Potassium phosphate buffer, adjust pH 9.0

Acidifying

reagent
0.5 M Acetic acid

Reaction 10 m Teflon tubing (∅ 0.5 mm) at 65℃ in water bath

Detection Excitation : Emission wavelength = 330 : 390

Table 2. Operating conditions for HPLC analysis of PSP toxins
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Fig. 2. Sample preparation of mussels for PSP toxins after the slight

modification of Association of Official Analytical Chemists (AOAC,

2000).
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3. Real-time PCR 기법을 이용한 진해만의 Alexandrium속 검출

3.1. DNA 추출

진해만 분리주 A. catenella (JSPC0701-5)와 A. tamarense (GHC0701-1)

를 각각 원심분리 하여 TE buffer를 첨가하고 100℃에서 끓인 후 PCI

(Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol, 25:24:1)용액을 첨가하고 원심분리

(14,000 rpm, 10 min)하였다. 99.5% 에탄올과 3 M sodium acetate (pH

5.2)를 첨가한 후 4시간동안 방치하고 DNA 침전을 위해 -20℃에서 30

분간 보관한 후 원심분리(14,000 rpm, 20 min)하였다. 그 후 70％ 에탄

올에 펠렛을 옮겨 50℃에서 건조하고 TE buffer를 첨가하여 분석 전까

지 -70℃에 보관하였다.

현장해수시료의 DNA 추출은 진해만 각 정점의 표층수 250 mL를

GF/C로 여과한 후 위와 동일한 방법으로 추출하였다.



- 12 -

3.2. Alexandrium속 특이적인 Real-time PCR

실험에 이용한 primer는 Alexandrium속 5.8S rDNA 영역에 특이적으

로 반응하는 5.8S-b5' (5'-YGA TGA AGA ATG CAG CAA MAT

G-3')와 5.8S-b3' (5‘-CAA GCA HAC CTT CAA GMA TAT CC-3')

(Galluzzi et al., 2004)를 사용하였다(Fig. 3). PCR 반응액은 Platinum

qPCR SuperMIX-UDG (Invitrogen), 50 μM SYTO9 (Molecular probe),

0.05 μM primer, 주형 DNA, 3차 증류수를 이용하였다. Alexandrium속

특이적인 Real-time PCR 수행을 확인하기 위해 A. tamarense, A.

catenella와 그 외 와편모조류인 Karlodinium veneficum,

Cryptoperidiniopsis brodyi, Gymnodinium impudicum을 실험에 이용하

였다.

Real-time PCR Cycle은 95℃에서 10분, 95℃에서 15초, 60℃에서 1분

간 50 cycle로 증폭하였다(Rotor-Gene
TM
6000, Corbett Research).

    

Fig. 3. Organization of Alexandrium species rDNA and location of primer for

the Alexandrium genus-specific PCR.
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3.3. PCR inhibitor

진해만을 대상으로 표층해수 250 mL를 채수한 후, GF/C로 여과하여

3.1의 방법으로 DNA를 추출하였다. 현장해수시료 DNA 추출액에

Karlodinium veneficum DNA 추출액을 첨가한 후 KVF2a (5 -ACA

GGT AGC GTC TCC AAC GA-3)와 KVR2b (5 -TGG AGC AGG

CTA CGA GTC AA-3) primer를 이용하여 Real-time PCR을 수행하

였다.

3.4. Real-time PCR 기법을 이용한 진해만의 Alexandrium속 검출

2007년 4월에서 9월까지 진해만에 출현하는 Alexandirum속을 검출하

기 위해 매월 10개 정점(Fig. 1)에서 채집한 현장 해수를 대상으로

Real-time PCR을 수행하였다. 시료는 NFRDI에서 제공 받았다.
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Ⅲ. 결과

1. 진해만의 마비성 패독 발생 조사

1.1. Alexandrium속의 출현량과 담치의 독화

2007년 3월에서 5월까지 진해만의 Alexandrium속의 출현량 조사결과,

3월 30일에 정점1과 2에서 각각 25,800 cells L
-1
와 19,800 cells L

-1
로 최

대를 나타냈고, 이후 감소한 다음 점차 증가하여 4월 18일에 각각 7,500

cells L
-1
와 8,050 cells L

-1
까지 증가한 후 다시 감소하였다(Figs. 5, 6).

담치의 독성은 3월 20일 첫 조사에서 규제치 이하로 검출되었고(4.27 μ

g STXeq. 100 g
-1
), 원인생물이 증가함에 따라 독성도 점차 증가하여 4

월 18일 정점1과 2에서 각각 4,456 μg STXeq. 100 g-1, 2,868 μg

STXeq. 100 g
-1
으로 가장 높게 검출되었고, 두 정점 모두 5월 19일부터

규제치 이하의 독성이 나타났다(Table 3).

진해만의 양식산 진주담치의 마비성 패류 독소는 두 정점에서 모두

C1, C2, GTX1, GTX2, GTX3, GTX4, neoSTX, dcSTX, STX가 검출되

었다. 정점1의 C1+2 독조성 성분비는 평균 44.38 mol%였고 3월 20일경

에 가장 높게 검출된 후 전체독성이 증가할수록 그 비율이 점차 감소하

여 4월 26일에 35.00 mol%까지 낮아졌다. GTX1+4의 성분비는 평균

30.43 mol%로 첫 조사에서는 14.00 mol%로 낮게 나타났으나 4월 6일

최대 58.00 mol%까지 증가하였고, 이후 5월 23일에 9.00 mol%로 감소

하였다. GTX2+3의 성분비는 평균 16.71 mol%였고, 3월 20일 첫 조사에

서는 검출되지 않았으나 이후 점차 증가하여 4월 26일에 36.00 mol%를

나타낸 후 점차 감소하였다. 미량성분인 neoSTX는 3월 30일 조사에서
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10.00 mol%를 나타낸 후 점차 감소하였고, dcSTX와 STX는 제독되는

시기에 0.00～2.00 mol%로 낮게 검출되었다. neoSTX, dcSTX, STX는

각각 평균 3.23 mol%, 0.09 mol%, 0.76 mol%의 성분비를 나타났다. 정

점2의 C1+2 독조성 성분비는 평균 39.39 mol%로 3월 20일 첫 조사에서

정점1(81.00 mol%)에 비해 낮은 53.00 mol%를 나타냈고, 이 후 점차 감

소하다 5월 8일 이 후 증가하였다. GTX1+4의 성분비는 평균 35.09

mol%로 3월 20일부터 4월 20일까지 31.00～64.00 mol%로 증가하였고,

5월 23일 8.00 mol%로 감소하였다. GTX2+3의 성분비는 평균 35.00

mol% 였고, GTX5는 조사기간 동안 산발적으로 검출되었고 성분비는

평균 5.58 mol%로 나타났다. neoSTX, dcSTX, STX는 각각 평균 1.82

mol%, 0.14 mol%, 1.27 mol%의 성분비를 나타냈다.

조사기간 동안 마비성 패류 독소는 독화초기에 C2, GTX3, GTX4의 함량

이 C1, GTX1, GTX2 함량보다 높았으나 제독되는 기간에 C2, GTX3,

GTX4의 함량이 감소하고 이에 반해 C1, GTX1, GTX2의 함량이 높아지는

변화를 나타냈다.
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Stn 1 Stn 2

Toxicity

(μg STXeq. 100 g -1)

Alexandrium spp. 

(cells L-1)

Toxicity

(μg STXeq. 100 g 1)

Alexandrium spp. 

(cells L-1)

20-Mar 4.27 1,200 14.13 2,900

27-Mar 110.21 850 99.26 800

30-Mar 283.30 25,800 47.77 19,800

06-Apr 1,221.92 1,850 1,411.20 1,600

10-Apr 1,671.06 2,650 1,345.22 1,400

18-Apr 4,456.01 7,500 2,868.57 8,050

26-Apr 1,731.47 500 774.04 300

08-May 358.84 100 178.54 100

19-May 30.45 700 36.65 400

23-May 27.24 350 19.47 200

Table 3. PSP toxicity of mussels Mytilus edulis and abundance of the genus

Alexandrium cells on Jinhae Bay from March to May 2007
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Toxin content (nmol g
-1

)

C1 C2 GTX1 GTX2 GTX3 GTX4 GTX5 neoSTX dcSTX STX Total

20-Mar 0.20 0.25 0.06 - - Tr Tr Tr  - - 0.56 

27-Mar 0.37 1.08 0.36 0.06 0.11 0.89 - Tr - - 2.89 

30-Mar 0.66 2.64 0.57 0.24 0.79 1.45 0.08 0.72 - Tr 7.18 

06-Apr 2.33 6.20 4.58 0.55 1.23 9.90 - 0.31 - Tr 25.16 

10-Apr 4.87 8.97 7.17 0.70 1.19 13.00 0.15 0.08 0.27 - 36.40 

18-Apr 11.12 21.06 32.33 16.12 0.75 5.69 2.75 3.26 Tr  0.56 93.68 

26-Apr 7.31 2.46 6.91 11.25 0.92 1.22 2.07 1.13 Tr  0.25 33.54 

08-May 2.15 0.58 0.95 2.47 0.28 0.29 0.71 0.21 - 0.14 7.79 

19-May 0.38 Tr  0.11 0.17 - Tr  0.09 Tr  - Tr  0.84 

23-May 0.32 Tr Tr 0.18 - Tr 0.07 Tr - Tr 0.73 

        

      Table 4. PSP toxin content and composition of mussel Mytilus edulis at stn 1 in Jinhae Bay

2007

      .-, not detected.

      Tr, <0.05.  
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Toxin content (nmol g
-1

)

C1 C2 GTX1 GTX2 GTX3 GTX4 GTX5 neoSTX dcSTX STX Total

20-Mar 0.22 0.27 0.19 Tr - 0.09 0.07 - - - 0.92 

27-Mar 0.24 0.59 0.28 Tr 0.09 0.61 - Tr - - 1.88 

30-Mar 0.17 0.55 0.24 0.11 Tr  0.28 0.14 Tr - - 1.53 

06-Apr 2.88 7.53 5.35 0.56 1.42 11.41 0.06 0.35 - - 29.57 

10-Apr 2.79 4.00 6.66 0.72 0.96 9.50 0.08 0.12 0.26 - 25.10 

18-Apr 4.37 12.19 23.39 8.66 0.13 3.73 1.42 2.16 0.02 0.38 56.47 

26-Apr 2.82 1.46 3.64 4.61 0.10 0.61 0.78 0.52 - 0.12 14.66 

08-May 1.00 0.21 0.43 1.19 0.14 0.15 0.44 0.13 - 0.10 3.78 

19-May 0.39 0.06 0.17 0.19 - Tr  0.09 Tr  - 0.01 0.98 

23-May 0.27 Tr Tr 0.15 - Tr  0.06 - - 0.01 0.57 

        

      Table. 5 PSP toxin content and composition of mussel Mytilus edulis at stn 2 in Jinhae Bay

2007

     .-, not detected.

     Tr, <0.05.
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1.2. Alexandrium속 분리주의 마비성 패독 독성

진해만 3지역과 고성, 삼천포 Alexandrium속 분리주의 마비성 패독은

3.95 (JSPC0701-5)～144.20 (SJC0609) fmol cell
-1
이었고, 모든 분리주

에서 C1, GTX1, GTX3, GTX4, neoSTX가 검출되었다. 지세포와 수정

리 분리주의 주요성분은 C1+2였고, 고현과 삼천포 분리주는 neoSTX,

고성 분리주는 GTX1+4가 주요 성분이었다. 이 외에도 GTX2+3, GTX5,

dcSTX, STX 등이 미량성분으로 검출되었다. 지세포 분리주 중

JSPC0701-5는 매우 낮은 독성(3.95 fmol cell
-1
)을 나타냈고, 주요성분은

C1, 미량성분은 GTX4, GTX5가 검출되었다. 고성과 삼천포의 분리주는

GTX1+4와 neoSTX가 주요성분으로 진해만의 분리주와 독조성비에서

차이를 보였다. 분리주에서 독성이 높은 Carbamate계 독소(GTX1,

GTX2, GTX3, GTX4, neoSTX, STX)는 2.12 (JSPC0701-5)～89.43

(SCP0603) mol%었고, GHC0701-1 (63.98 mol%), GSW0407 (75.95

mol%), SCPC0603 (89.43 mol%)에서는 매우 높은 비율을 나타냈다.
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Toxins, fmol cell
-1

Isolates C1 C2 GTX1 GTX2 GTX3 GTX4 GTX5 neoSTX dcSTX STX Total

SCPC0603 9.16 - 3.57 0.40 7.40 32.86 1.63 45.51 - 1.59 102.12

GSW0407 5.84 4.53 1.41 - Tr 23.79 - 7.54 - - 43.12

GHC0701-1 2.17 10.96 0.35 Tr 0.28 6.69 - 15.42 0.10 0.74 36.71

JSPC0701-4 18.70 54.72 1.74 Tr 0.92 14.36 - 51.29 - 1.11 142.87

JSPC0701-5 3.75 - - - - Tr 0.12 - - - 3.95

JSPC0701-9 8.94 16.67 0.65 Tr 0.15 4.43 - 9.95 0.45 0.14 41.38

SJC0611-2 32.06 46.89 4.63 0.15 6.55 39.89 Tr 7.06 3.95 Tr 144.20

SJC0611-3 4.52 16.18 0.97 - 0.21 7.44 - 2.85 Tr - 32.19

SJC0611-7 7.46 19.56 0.68 Tr 0.55 6.50 Tr 0.56 0.22 - 35.59

SJC0609 6.56 44.70 0.32 Tr 1.41 19.02 Tr 14.70 3.02 Tr 90.40

Table. 6 Individual toxin contents of Alexandrium regional isolates

-, not detected.

Tr, <0.05.
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Fig. 9. Toxin composition of the Alexandrium regional isolates as a percentage of

total toxins. (a) SCPC0603; (b) GSW0407; (c) GHC0701-1; (d) JSPC0701-4;

(e) JSPC0701-9; (f) JSPC0701-5; (g) SJC0611-2; (h) SJC0611-3; (i)

SJC0611-7; (j) SJC0609.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)

(i) (j)
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Species Phylogenetic association Amplification

Alexandrium catenella Dinoflagellate (Gonyaulacaceae) +

Alexandrium catenella Dinoflagellate (Gonyaulacaceae) +

Alexandrium tamarense Dinoflagellate (Gonyaulacaceae) +

Alexandrium tamarense Dinoflagellate (Gonyaulacaceae) +

Karlodinium veneficum Dinoflagellate (Gymnodiniaceae) -

Crytoperidiopis brodyi Dinoflagellate (Gymnodiniaceae) -

Gymnodinium impudicum Dinoflagellate (Gymnodiniaceae) -

2. Real-time PCR 기법을 이용한 진해만의 Alexandrium속 검출

2.1. Alexandrium속 특이적인 Real-time PCR

Alexandrium속 종 특이적인 5.8S-b3', 5.8S-b5' primer쌍의 반응 특

이성을 검증하기 위해 A. catenella, A. tamarense 배양주 외에

Karlodinium veneficum, Cryptoperidiniopsis brodyi, Gymnodinium

impudicum 배양주를 DNA주형으로 사용하여 Real-time PCR을 실시하

였다(Table 7). 반응결과 positive control(A. catenella. A. tamarense)을

제외한 다른 와편모조류와 반응하지 않아, 5.8S-b3', 5.8S-b5' primer쌍

은 Alexandrium속에 대해 종 특이성을 나타내고 있음을 확인하였다.   

Table. 7 Specificity of Real-time PCR

-, amplification products not detected;

+, amplification products detected.
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2.2. PCR inhibitor

진해만 현장시료 250 mL의 PCR inhibitor를 확인 한 결과 이 지역에

서는 어떠한 inhibitor도 검출되지 않았다(Fig. 12). 따라서 진해만의 현

장해수시료 250 mL는 희석이나 화학물질을 이용하지 않아도 3.1의

DNA추출방법으로 Real-time PCR 수행이 가능하였다.

2.3. Real-time PCR 기법을 이용한 진해만 현장해수시료의

Alexandrium 속 검출

진해만 현장해수시료를 대상으로 Real-time PCR을 수행한 결과 2007

년 4월부터 9월 까지 Alexandrium속은 4월에는 정점 2, 3, 5번에서 반

응을 나타냈고, 5월에는 정점 5, 8, 10번에서, 8월에는 정점 7, 8, 10번에

서 반응을 나타냈다. 이밖에 6, 7, 9월에는 어느 정점에서도 Alexandrium속

이 검출되지 않았다(Fig. 13, Table 9).
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Fig. 10. The specificity test of the genus Alexandrium specific primer set, 5.8S-b5',5.8S-b3'.

A, B; A. catenella; C, D; A. tamarense.
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Fig. 12. PCR inhibitor test by Karlodinium veneficum in Jinhae Bay.



- 31 -

Fig. 13. Real-time PCR assay on environmental water samples in Jinhae Bay for detection of the gen

April to September 2007. A, A. catenella (nested PCR); B, Aug. Stn R-7; C, Aug. Stn R-8;

May Stn R-5; F, Apr. Stn R-2; G, Aug. Stn R-10; H, Apr. Stn R-5; I, May Stn R-10; J, Ap
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Station

Month 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4 - + + - - - -

5 - - - - - - - + - +

6 - - - - - - - - - -

7 - - - - - - - - - -

8 - - - - - - + + - +

9 - - - - - - - - - -

Table 8. Detection of the genus Alexandrium by Real-time PCR assay on

environmental water samples in Jinhae Bay from April to

September 2007

empty space, not sampling.

+, detected; -, not detected.
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Ⅳ. 고찰

1. 진해만의 마비성 패독 발생 조사

2007년 3월부터 5월까지 진해만 진주담치의 마비성 패독 발생과 원

인생물의 출현량의 상관관계를 조사하였다. 3월부터 발생한 마비성 패

독 발생은 5월까지 진행되었고, 4월 중순에 최대치를 기록하였다. 정점

1에서 Alexandrium속은 최대 25,800 cells L
-1
출현량을 나타냈고 최대

독성은 4,456.02 μg STXeq. 100 g-1이였다. 정점 2에서는 최대 19,800

cells L
-1
출현량을 나타냈고 최대 독성은 2,868.57 μg STXeq. 100 g-1으

로 정점1과 비교하였을 때 출현량과 독성이 모두 낮게 나타났다. 이결

과 진해만의 Alexandrium속의 출현량이 높을수록 독성도 증가하는 것

으로 사료된다. 1990년 진해만 조사에서도 4월 중순 원인생물의 급격한

증가에 따라 담치의 독성이 증가하였고(Lee et al., 1992), 2005년 조사

에서도 Alexandrium spp.가 출현량이 많아질수록, 담치류의 독성도 증

가하였다(Shon, 2005).

하지만, 담치의 마비성 패독 발생은 원인생물인 Alexandrium속의 증

가와 반드시 그 시기가 동일하지 않는 것으로 사료된다(Figs. 5, 6).

Alexandrium속의 최대 출현량은(3월 30일) 담치의 최대 독화 시기(4월

18일)보다 약 3주정도 앞서 나타났으며, 이 때 담치의 독성은 규제치(80

ug STXeq. 100 g
-1
)이하 이거나 점차 증가되는 시기였다. 이후

Alexandrium속의 출현량은 재차 증가하였고, 출현량의 증가와 비례하여

담치의 독성도 증가하였다. Chang et al. (1988)은 1987년 마산 지역에

서 마비성 패류 독화가 시작된 후 약 7일 후에 Protogonyaulax

catenella (= A. catenella)가 출현하였고 마비성 패류 독화가 검출되지
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않은 시점부터 약 5일정도 후에 원인생물이 소멸하였다고 보고하였다.

또한 Nishitani et al. (1984)는 1981년과 1983년 미국의 Qurtermaster

항에서 진주담치의 독성과 A. catenella의 상관관계를 조사한 결과,

1981년에 진주담치의 독성이 최고에 도달한 후 원인생물인 A. catenella

의 출현량이 최대에 도달하였으나, 1983년에는 원인생물의 출현량이 최

대에 도달한 후 독성이 최고에 도달하여 원인생물의 출현량과 패류의

독화 사이에 항상 일정한 상관관계가 성립되는 것은 아니라고 보고하였

다.

한편, 원인생물에 의해 생산되는 11β-epimer 독소(C2, GTX3,4)는 조

개류의 체내에서 일반적으로 더 안정된 11α-epimer 독소(C1, GTX1,2)

로 전환된다(Oshima, 1995; Bricelj and Sumway, 1998). 또한 조개류

체내에 축적된 독소들 중 이성질체독소의 전환은 실내에서 수행한 독화

실험보다는 자연환경에서 주로 나타나고, 조개류의 조직 내에서 효소에

의하거나 화학적인 반응에 의해 독소전환이 발생한다고 알려져 있다

(Shimizu and Yoshioka, 1981; Sullivan et al., 1983; Anderson et al.,

1989; Cembella et al., 1993; Bricelj et al., 1996). 본 조사에서도 두 정

점 모두 담치의 독화시간 경과에 따른 이성질체독소의 전환이 관찰되었

다. 독화가 시작되면서 11β-epimer 독소가 11α-epimer 독소에 비해 높

은 비율로 나타났으나 제독이 진행되면서 11α-epimer 독소의 비율이 11

β-epimer 보다 점차 높게 나타났다.

한편, STX는 조개류의 제독이 진행됨에 그 비율이 증가하며,

(Oshima et al., 1990; Sekiguchi et al., 2001) 이는 생체내의 산화․환원

반응에 이용되는 glutathione과 같은 티올(thiol) 화합물과 반응하여 마

비성패류 독소의 11-O-sulfate 유도체(GTX)로부터 생체전환된다

(Asakawa et al., 1987; Sakamoto et al., 2000, Sekiguchi et al., 2001).
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본 조사에서 STX는 정점 1에서 3월 30일과 4월 6일 미량으로 나타난

것을 제외하면, 제독되는 시기부터 검출되었으며, 이때 GTX1+4의 비율

은 상대적으로 감소하였다. 이는 티올에 의해 11-O-sulfate 유도체인

GTX1+4가 STX로 생체전환된 것으로 사료된다.

진해만을 포함한 남해안 5지역의 A. catenella 및 A. tamarense 분리주

는 3.95～144.20 fmol cell
-1
의 독함량을 나타냈고, 이는 Kim (1995)과

Kim et al. (2005)에 의해 조사된 진해만의 Alexandrium속 분리주의 독

함량과 유사하였다.

일반적으로 Alexandrium속은 지리적으로 구분된 개체군이라도 독조

성은 유전적으로 안정되고, 이것에 의한 지역 간의 개체군 식별이 가능

하다(Boyer et al., 1987, Oshima et al., 1987). 본 조사에서 진해만의 3

지역의 모든 분리주에서(JSPC0701-5 제외) C1, C2, GTX1, GTX3,

GTX4, neoSTX가 동일하게 검출되었고, GTX2, GTX5는 미량이거나

검출되지 않는 특징을 보였다. 반면 STX는 고현과 지세포의 분리주에

서만 검출되었고 수정리의 분리주에서는 미량이거나 검출되지 않아

STX에 의한 서로 다른 독조성을 가지는 지역분리주가 확인되었다. 고

성 분리주의 독조성은 진해만과 유사하였으나, GTX3이 검출되지 않았

고 삼천포의 분리주는 C2가 검출되지 않은 반면 GTX2와 GTX5가 검

출 되어 진해만의 분리주와 독조성에서 차이를 나타냈다. 김. (2002)은

진해만의 수정리와 진동리 분리주에서 동일종 임에도 GTX2 및 STX의

독조성에서 차이를 나타냈고, 남해 외해역 및 황해 지역에서도 GTX5에

의해 서로 다른 독조성을 가진 지역분리주가 존재한다고 보고하였다.

진해만의 모든 분리주 독조성에서 C1+2의 성분비가 가장 높았으며,

지세포의 분리주가 수정리 분리주에 비해 neoSTX의 성분비가 높게 나

타났다. 반면 고성과 삼천포의 분리주는 맹독인 carbamate계 독소의 비



- 36 -

율이 진해만 분리주 보다 높게 나타났다. 특히 삼천포 분리주는 진해만

의 분리주와 독조성비에 있어 많은 차이를 나타냈다. 이는 삼천포 남동

화력발전소 앞의 퇴적물에서 분리한 휴면포자의 분리주로 화력발전소에

서 배출되는 온배수와 같은 환경조건에 따른 차이로 사료되며 이러한

특징을 규명하기위해 앞으로 이 지역의 분리주와 주변 환경요인에 대한

연구가 계속되어야 할 것이다.
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2. Real-time PCR 기법을 이용한 진해만의 Alexandrium속 검출

본 연구에서는 Real-time PCR 기법을 이용하여 Alexandrium속을 현

장해수시료에서 특이적이고 신속하게 검출할 수 있는 방법을 시도하였

다. Alexandrium속 특이적인 5.8S-b5', 5.8S-b3' primer의 특이성을 검

증하기 위하여 진해만에서 분리한 A. catenella와 A. tamarense 배양주

와 그 밖의 3종의 와편모조류의 DNA 주형을 사용하여 Real-time PCR

을 실시하였고, primer은 진해만의 Alexandrium속 배양주를 제외한 다

른 와편모조류와 반응하지 않아 그 특이성이 확인되었다. Galluzzi et al.

(2004)의 연구에서도 이탈리아산 A. catenella, A. taylori, A.

tamarense, A. minutum과 그 외 와편모조류, 규조류를 대상으로 동일

한 primer의 특이성을 확인 하였다.

한편, 현장해수시료에는 종종 PCR을 방해하는 유기․무기물질을 포함

하며 이것은 target DNA와 함께 추출되어 결과의 오류를 유발한다(Lin

et al., 2006; Zhang et al., 2005). 특히 표층의 시료는 석탄산(phenolic)

과 부식산, 중금속과 같은 PCR 방해인자를 포함하고 있다(Wilaon,

1997). 진해만 현장해수시료에 250 mL에 대한 PCR 방해인자를 확인하

기 위해 현장해수시료 DNA추출액에 Karlodinium veneficum을 첨가하

여 Real-time PCR를 실시한 결과, 이 지역에서는 어떠한 방해인자도

검출되지 않았다(Fig. 12). 따라서 본 연구에서 이용한 DNA 추출 방법

은 진해만의 현장해수시료 250 mL내 방해인자의 영향을 받지 않는 것

으로 확인되어 Real-time PCR수행에 이용하였고 신속한 현장해수시료

내 Alexandrium속의 검출이 가능하였다.

2007년 4월부터 9월까지 Real-time PCR 기법을 이용하여 진해만의

Alexandrium속의 출현을 조사한 결과, 4월, 5월 그리고 8월의 현장시료
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에서 Alexandrium속이 검출되었다(Table. 8). 4월과 5월에 검출된

Alexandrium은 봄철 진해만의 마비성 패독 발생의 원인 생물로 보고된

종으로 사료되며(Lee et al., 1992), 8월에는 주로 국내에서 고온에 발생

하는 종으로 알려진(김 등, 1999) Alexandrium이 검출된 것으로 사료된

다.

종 특이적인 genetic marker를 이용한 분자적 접근은 형태학적으로

매우 유사하여 현미경으로 정확한 동정을 하기 어려운 종에 대한 정확

하고 빠른 검출이 가능하며(Muller et al., 1995; Mauchline et al., 2002;

Zhang and Lin., 2002), 최근에는 Real-time PCR을 현장해수내 유해 적

조생물을 검출하는데 이용하고 있다. Galluzzi et al. (2004)은 이탈리아

현장해수시료내 A. minutum의 신속한 검출을 방법을 연구한 바 있고,

최근 Kamikawa et al. (2007)은 저질내 Alexandirum 휴면포자를 검출

하고 정량화를 실시한 바 있다. 또한 어류의 피부손상과 대규모의 폐사

에 영향을 주는 와편모조류 Pfiesteria의 동정과 검출에도 이용하였다

(Bowers et al., 2000; Saito et al., 2002; Zhang and Lin, 2005; Lin et

al., 2006).

본 연구에서는 국내에서 처음으로 진해만의 현장해수시료에서 마비

성 패독 발생의 원인종인 Alexandrium속의 Real-time PCR 검출기법을

시도하였다. 그러나 이 기법을 이용한 현장모니터링 기술 확립을 위해

서는 정량화와 SYT09에 비해 특이성이 높은 Taq Man probe를 이용한

방법(Bowers, 2000), 저질 내 휴면포자의 검출과 정량화 등이 개발되어

야 할 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 요약 

매년 마비성 패독 발생으로 조개류의 수확이 금지되는 진해만을 대상

으로 담치의 마비성 패독 발생과 Alexandium 분리주의 지역개체군 식

별, Real-time PCR 기법을 이용한 현장시료해수 내 Alexandirum속의

신속한 검출 방법을 시도해 보았다. Alexandrium속의 출현량은 3월 30

일에 정점1과 2에서 각각 25,800 cells L
-1
와 19,800 cells L

-1
로 최대였

고, 이후 감소한 다음 점차 증가하여 4월 18일에 각각 7,500 cells L
-1
와

8,050 cells L
-1
까지 증가한 후 다시 감소하였다. 한편, 담치의 독성은 3

월 20일 첫 조사에서 규제치 이하로 검출되었고(4.27 μg STXeq. 100

g
-1
), 4월 18일 정점1과 2에서 각각 4,456 μg STXeq. 100 g-1, 2,868 μg

STXeq. 100 g
-1
으로 최대 독함량을 나타냈고, 두 정점 모두 5월 19일

조사부터 규제치 이하의 독성이 검출되었다. 진해만의 양식산 진주담치

의 마비성 패독 독소는 두 정점에서 C1, C2, GTX1, GTX2, GTX3,

GTX4, neoSTX, dcSTX, STX가 검출되었다. 또한, 본 조사에서는 마비

성패류 독소는 이성질체간 독조성비가 변화하였다. 패류 독화가 진행되는 4

월 10일까지 11β-epimer가 높은 비율을 나타냈으나 제독이 진행되는 4월

18일부터 11α-epimer의 비율이 점차 증가하였다. 진해만 3지역과 고성, 삼

천포 Alexandrium속 분리주의 마비성 패독 독함량은 3.95

(JSPC0701-5)～144.20 (SJC0611-2) fmol cell
-1
이였고, 모든 분리주에서

C1, GTX1, GTX3, GTX4, neoSTX가 검출되었다. JSPC0701-5를 제외

한 진해만의 분리주는 주요성분에서 유사한 독조성을 보였고, 이는 진

해만 지역의 지역개체군으로 판단된다. Alexandrium속을 검출하기 위해

진해만 현장해수의 PCR 방해인자를 확인한 결과 이 지역의 250 mL 현

장해수에는 검출되지 않았다. 또한 Alexandrium속 특이적으로 반응하는
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primer을 이용하여 2007년 4～9월까지 진해만의 10개 정점에서 현장해

수시료를 대상으로 Real-time PCR을 수행한 결과 Alexandrium속은 4

월, 5월, 8월에 검출되었다. 
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