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Construction of recombinant auxotrophic Edwardsiella tarda mutants and 

evaluation of their usage as a biomonitor 

 

Byoungcheol Kang 

 

Department of Fish patholohgy, Graduate School, 

Pukyong National University 

 

Abstract 

 

In the present study, we have generated recombinant auxotrophic 

Edwardsiella tarda mutants expressing green or red fluorescent protein (GFP or 

RFP), and evaluated their possible availability as a biomonitor. At first 

recombinant auxotrophic E. tarda mutant expressing GFP was rescued by the 

allelic exchange method, in which the chromosomal alanine racemase gene (alr) 

that plays essential roles in bacterial cell wall biosynthesis was replaced with an 

expression cassette harboring a high constitutive promoter (EtPR)-driven GFP 

gene. However, this E. tarda mutant was not sensitive to monitor 

concentration-dependent toxicity of certain molecules, because of the presence 

of only one copy of the GFP gene, which might lead to the decrease of 

sensitivity. Furthermore, to maintain the alr knock-out E. tarda mutant, D-

alanine should be supplemented in the growth medium. To complement these 

shortcomings, we have conducted additional experiments in that the 

chromosome-based GFP expression system was replaced with plasmid-based 

RFP expression system, and newly generated the aspartate semialdehyde 

dehydrogenase gene (asd) knock-out auxotrophic E. tarda mutant. Additionally, 

a newly constructed asd expression cassette was inserted into the RFP 

expressing plasmids, which allow the plasmids can be maintained in the asd 

knock-out E. tarda without use of antibiotic-resistant genes and the mutant E. 



v 

tarda can grow without supplementation of a certain nutrient. By using this 

recombinant E. tarda system, we observed different levels of RFP expression in 

response to different concentrations of ampicillin or ZnSO4 in an extensive 

salinity environment, suggesting that the present asd knock-out E. tarda 

expressing RFP might has a potential to be used as a marine biomonitor.



1 

Ⅰ. 서  론 

 

 

Edwardsiellosis 를 야기하는 Edwardsiella tarda 는 장내세균과에 속하는 

Gram 음성 단간균으로써 균체 표면에 여러 개의 편모가 존재하는 주모성 세균이다. 

이는 전 세계적으로 널리 양식되고 있는 담수어와 해수어의 주요 양식어종에 

감염되어 피해를 입히고 있다.(Thune et al., 1993; Plumb, 1999) E.tarda 는 항생제 

종류에 대한 저항성 범위가 넓고 (Waltman and shots, 1986; Aoki and Takahashi, 

1987; Aoki et al., 1989) 다양한 O-serotype 의 존재로 인해 (Tamura et al., 

1988) 항생제로 치료하거나 vaccine 을 개발함에 있어 많은 어려움이 있다. 

 최근 본 연구실에서는 allelic exchange를 이용한 homologous recombination을 

통해 특정 target gene이 knock-out 되었거나 혹은 다른 유전자로 치환된 여러 

종류의 E. tarda mutants를 제작하였다. 이러한 돌연변이 균주는 생존과 사멸을 

영양분의 공급 여하에 의해 완벽히 통제할 수 있기 때문에 그 자체만으로도 안전한 

백신으로서의 가능성을 지니고 있으며 (Choi and Kim, 2011), 다른 병원체 항원을 

발현시키거나 혹은 DNA vaccine의 전달도구로 사용할 수 있는 등 2종 이상의 

병원체에 대한 복합백신으로 응용할 수 있는 장점이 있다. 

본 연구에서는 세균의 영양요구성 필수유전자인 aspartate semialdehyde 

dehydrogenase gene (asd) 과 alaneine racemase gene (alr) 을 각각 knock-

out시켜 각각의 영양 요구성 물질을 임의로 투여해야만 균이 생존 할 수 있도록 

하였다. 또한 본 실험에서는 돌연변이 균주를 제작함에 있어, 간단히 형광강도 

측정만을 통해 환경의 독성을 측정할 수 있는 biomonitor로써도 활용할 수 있도록 

knock-out되는 유전자의 위치에 형광 단백질을 발현시킬 수 있는 유전자 

cassette를 삽입하거나 혹은 형광을 발현하는 벡터를 이용하여 균체를 형광으로 

표지할 수 있도록 하였다. 

현재 생물을 이용한 독성평가의 대표적인 예로는 어류와 같은 척추동물과 Daphina 
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manna와 같은 무척추 수생생물들을 해당 독성물질에 일정시간 이상 노출시킨 후 그 

운동 생태나 사멸정도를 파악하거나, Vibrio fisheri의 발광저해, E. coli나 

Bacillus균의 생합성 저해등과 같은 미생물 시험법들이 있다 (Kelly, Lajoie et al., 

1999). 물고기나 무척추 수생생물을 이용한 독성측정방법은 대상 개체들을 균일한 

활성을 유지하도록 배양하는 것이 번거롭고 개체수의 한계로 인한 시험결과의 

재현성이 상대적으로 떨어지는 단점이 있다 (Mowat, 1976; Ribo et al., 1987). 

그러나 발광 미생물이나 세포내 효소를 이용한 급성독성측정방법은 시험과정이 

간편하고 비용이 절감되며, 많은 개체를 대상으로 평가하므로 재현성이 높은 결과를 

얻을 수 있다는 장점이 있다. 

MicroTox와 LumisTox법은 환경오염물질이나 유해물질의 독성검출을 위해 

개발된 것으로 LumisTox법은 MicroTox법과 유사한 방법으로 

해양발광세균인Vibrio fisheri를 독성물질에 노출하여 그 발광량의 감소를 측정하는 

방법이다.(Brohon and Gorudon et al., 2000). 이 방법은 저온이나 고염농도 조건의 

변화가 발생하였을 때 독성물질에 대한 검출 민감도가 감소하는 등의 몇 가지 

단점이 존재한다. 이러한 한계를 극복하기 위하여 재조합 발광대장균을 바이오센서로 

사용하는 방법이 연구되고 있다. 그러나 선행 연구된 대부분의 재조합 대장균은 lux 

AB를 발광유전자로 사용하였고 이것이 재조합된 대장균은 n-decanal이라는 고가의 

기질이 발광반응에 필요하다 (Lampinen et al., 1990; Paton et al., 1995). 이러한 

단점은 기질투여로 인한 단계의 복잡성을 증가시키고 기질구입에 따른 비용을 

증가시키게 된다 (Preston et al., 2000; Geiselhart et al., 1992). 

게다가 재조합 해수 세균을 대상으로 한 연구는 많이 이루어져 있지 않은 

상태이기 때문에 높은 염도나 낮은 온도와 같은 다양한 환경에서의 미생물을 이용한 

측정법이 필요한 상황이다. 이에 본 연구에서는 해양에 상재하면서 동시에 어류에 

병원체로 작용하는 세균인 E. tarda 를 대상으로 형광발현 재조합 세균을 제작 후 

생물모니터로서의 활용가능성을 분석하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

 

1. 실험 균주 및 배양 조건 

 

실험에 사용된 균은 Luria broth(LB; Difco)를 사용하여 배양되었고 형질 전환된 

E.coli DH5α는 50 ug/ml ampicillin(Sigma)이 포함된 LB를 사용하여 37℃에서 

배양하였다. E. tarda NH1은 양식장에서 채집된 빈사상태의 넙치에게서 분리, 

동정되었고, 1.5%의 NaCl이 존재하는 TSB (Difco) 배지에서 배양되었다. 실험에 

사용된 △alr E. tarda는 D-alanine (Sigma) 50 ug/ml이, △asd E. tarda는 

Diaminopimelic acid (DPA; Sigma) 50 ug/ml과 1.5%의 Agarose가 존재하는 

평판배지에서 배양하였다.  

 

 

2. Green Fluorescence Protein 발현 △alr E.tarda의 제작 

 

Alr유전자가 knock-out되고 GFP를 발현하는 E.tarda는 allelic exchange 

mutagenesis에 의해 제작되었다. 이는 ampicillin 내성 유전자와 SacB gene을 

포함하는 pCVD442 vector에 의해 제작되었으며, 이 pCVD442 vector는 sucrose의 

존재 하와 같은 특이적인 조건에서 세포의 사멸을 야기시키는 suicide vector이다. 

이에 고 발현되는 GFP gene cassette를 삽입하였으며, 해당 cassette에 사용된 

promoter는 E. tarda의 항시 고발현 promoter인 EtPR C28-1 promoter를 
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사용하였다. 이에 transcription enhancer Shine-Dalgano sequence와 GFP ORF를 

ligation함으로써 항시 고 발현되는 GFP cassette를 제작하였다. 

 

2-1. Allelic exchange mutagenesis 유도용 vector의 제작 

E.tarda NH1에서 Allelic exchange mutagenesis를 유도하기 위하여 suicide용 

pCVD442 vector construction을 실시하였다. 각 유전자에 대한 primer는 

GenBank에 등록되어 있는 E. tarda (NC_013508)의 sequence를 이용하여 주문, 

합성하였고, 이를 E. tarda의 분리된 DNA를 template로 하여 PCR을 실시하였다. 

본 실험에 사용된 primer는 표 1에 나타내었다. alr 유전자의 N-terminal 시작 부분 

바로 앞의 sequence와 C-terminal 끝 부분을 포함한 동일한 sequence를 

선정하였으며, 각각 restriction enzyme site와 함께 325bp와 312bp를 선정하였다. 

이를 각각 alrf–Fo-SacI, alrf-Re-XhoI과 alrb-Fo-NsiI, alrb-Re-XbaI으로 

cloning하였다. 
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Table 1. Oligonucleotides used in this study. 

 

Primers Sequence (5’-3’) 

alr f–Fo-SacⅠ GAGCTC GACCTTTAACGGTCAGTGGTCG 

alr f-Re-XhoⅠ CTCGAG GTAGGCGTTGGCCTTCACCACG 

alr b-Fo-NsiⅠ ATGCAT GATACCCGTCTCGGGGTG 

alr b-Re-XbaⅠ TCTAGA CTACGCCTCTTCGCCGATATA 

TE+SD cd GATCTTAACTTTAAGAGGAGGTATA 

TE+SD re CTAGTATACCTCCTCTTAAAGTTAA 

EtPR-Fo GACGTC GGGTAATTGCGCTGC 

EtPR-Re CCATGG TGGCTATGACCTCGCCAA 

GFP Fo ACTAGT ATGAAAGGAGAAGAACTTTTCAC 

GFP Re CCGCGG TTATTTGTAGAGCTTATCCATGCCAT 

(Underlined nucleotides indicate restriction enzyme sites) 
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2-2. Total DNA 의 분리 

Total DNA는 E.tarda NH1균주를 LB배지를 이용, 27℃에서 12시간 배양한 

배양액을 집균 한 뒤 이를 LaboPassTM Blood Mini Kit (COSMO GENETECH)를 

사용하여 다음과 같은 방법으로 분리하였다. 집균된 pellet에 PBS 200 ul를 넣어 

재부유 시킨 후 proteinase K solution을 첨가하였다. 이후 buffer BL을 200 ul 넣고 

56℃에서 10분간 반응시킨 후 absolute ethanol을 200 ul 첨가하였다. 이 혼합액을 

spin column에 옮겨 담아 8,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. Column을 새로운 

collection tube에 옮겨 담은 후, buffer BW를 700 ul첨가하여 8,000 rpm에서 

1분간 원심분리하였다. 다시금 새로운 collection tube에 column을 옮겨 담고 buffer 

NW를 500 ul를 첨가한 뒤 8,000 rpm에 1분간 원심분리를 실시하고, 이후 

collection tube에 모인 여과액을 제거해 주고 빈 상태의 column을 12,000 rpm에서 

2분간 원심분리 하여 주었다. 마지막으로 이 빈 column을 새로운 eppendorf tube에 

옮겨 buffer AE 50 ul첨가하여 2분간 실온에서 반응시키고 2분간 12,000 rpm으로 

원심분리 해 주었다. 분리된 total DNA는 0.7% agarose gel상에서 0.5X TAE 

buffer를 완충용액으로 하여 전기영동 한 후 ethidium bromide에서 염색하여 

UV상에서 DNA band를 확인하였다. 

 

2-3. PCR 

분리된 DNA를 template로 하여 선정된 alrf340 sequence와 alrb300 

sequence를 증폭하였다. 각각의 유전자에 제한효소 site를 첨가하여 primer를 

제작하였고, 이를 E. tarda의 분리된 DNA를 template로 하여 PCR을 실시하였다. 

Premix (Genetbio)를 이용하였으며, 조건은 4분간의 95℃ pre-denaturation과정과, 

95℃의 denaturation 30초, 60℃의 annealing 30초, 72℃의 extension 30초의 

반응의 30cycles과 post-extension으로 72℃에서 7분으로 각각의 유전자에 대하여 

동일하게 설정하였다. 
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2-4. Gel extraction 

PCR산물을 0.7% agarose gel상에 전기영동 한 후 확인된 band를 잘라내어 

eppendorf tube에 옮겨 담은 후 LaboPassTM Gel extraction Kit를 이용하여 다음과 

같은 과정으로 정제하였다. 잘라낸 band가 담긴 eppendorf tube에 잘린 agarose 

gel의 무게에 약 3배에 해당하는(600 ul) GB buffer를 첨가한다. 이를 56℃에서 약 

10분정도 반응시켜 agarose gel이 완전히 녹게 하였다. Gel이 완전히 다 녹으면 그 

mixture에 앞서 측정된 agarose gel의 무게만큼(200 ul)의 isopropanol을 

첨가하였다. 이를 pipetting하여 잘 섞어준 후 그 mixture를 kit에 동봉되어있는 

spin column에 옮겨담은 뒤 12,000 rpm에서 1분간 원심 분리를 하고, Column을 

새로운 collection tube에 옮겨 담은 후 column에 NW buffer 700 ul를 첨가한 후 

12,000 rpm에서 1분간 원심 분리를 하였다. 이후 여과된 액을 제거한 뒤 

column만이 존재한 상태에서 12,000 rpm에서 2분간 원심 분리를 하였고, 

마지막으로 이 빈 column을 새로운 eppendorf tube에 옮겨 EB buffer를 20 

ul첨가하여 2분간 실온에서 반응시키고 2분간 12,000 rpm으로 원심분리 해 주었다. 

그리고 cloning을 하기 위해 정제한 DNA는 사용 전까지 -20℃에서 보관하였다. 

 

2-5. cloning 

정제한 DNA는 pGEM® T-easy vector system Kit (Invitrogen)를 사용하여 

cloning하였다. 우선 정제한 DNA 4 ul를 새로운 eppendorf tube에 옮긴 후, 2X 

buffer 5 ul, T-easy vector 0.5 ul, T4 ligase를 첨가해 준 후 이를 잘 pipetting하여 

섞어주고, spin down한 뒤 25℃에서 1시간동안 반응시켰다. 그 뒤에 

transformation과정으로 앞서 제작한 E. coli DH5α competent cell 100 ul을 

첨가하여 on ice에서 30분간 반응시키고, 42℃에서 1분 30초 동안 heat-shock을 

주었다. 이후 즉시 ice로 옮겨 3분 동안 반응시키고 SOC배지 800 ul를 첨가하여 

37℃에서 90분간 진탕배양하였다. 배양액은 집균하여 pellet만 X-Gal 40 ul/ml, 
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ampicillin 50 ug/ml, IPTG 20 ug/ml이 첨가된 LB plate에 도말하여 37℃에서 

24시간 배양하였다. 이후 Blue, white colonies의 집락을 관찰하였다. 

 

2-6. Plasmid의 분리 

배양된 blue/white colonies 중에서 하나의 white colony를 취하여 ampicillin 50 

ug/ml이 첨가된 LB broth배지에 접종한 뒤 37℃에서 24시간동안 진탕 배양하였다. 

이후 배양액을 집균하여 LaboPass
TM Plasmid DNA Purification Kit (COSMO 

GENETECH)를 사용하여 다음과 같은 과정으로 Plasmid DNA를 분리하였다. 먼저 

상층액을 제거한 집균된 pellet에 Rnase A가 함유된 S1 buffer 250 ul를 첨가하여 

완전히 현탁시켰다. 그 후, 이에 S2 buffer 250 ul를 첨가하여 4회정도 

inverting하여 혼합한 뒤 즉시 S3 buffer 350ul를 첨가하여 4회 정도 

inverting하였다. 이 혼합액을 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하였다. 원심 분리 

결과 흰색의 침전물이 생성되는데, 이를 제외한 상층액을 동봉되어있는 spin 

column에 옮겨 담아 한번 더 12,000r pm에서 1분간 원심분리를 실시하였다. 이 후, 

여과액은 제거하고 Column은 새로운 collection tube에 옮겨, AW buffer 700 ul를 

column에 첨가해준 후 12,000 rpm에 1분간 원심분리 한 뒤 같은 방법으로 PW 

buffer 700 ul를 첨가하고 1분간 12,000 rpm에서 원심분리 하였다.  

이후 여과된 액을 제거한 뒤 column만이 존재한 상태에서 12,000 rpm에서 2분간 

원심 분리를 하였고, 마지막으로 이 빈 column을 새로운 eppendorf tube에 옮겨 

EB buffer를 50 ul첨가하여 2분간 실온에서 반응시키고 2분간 12,000rpm으로 

원심분리 해 주었다. 분리된 plasmid DNA는 염기서열을 분석하고 restriction 

enzyme을 처리하는 데 사용하였다. 
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2-7. Restriction enzyme의 처리와 ligation 

분리한 plasmid DNA를 각각의 site에 맞는 제한효소로 digestion하였다. 먼저 

backbone으로 선택한 plasmid vector인 pUC18에 해당 유전자들을 ligation할 수 

있는 multi cloning site (SacI-XhoI-AatII-SpeI-SacII-NsiI-XbaI)를 삽입하였고, 

이렇게 만들어진 vector를 pUC18 MCS라 명명하였다. 이에 digestion된 alrf와 alrb 

gene을 ligase(Elpis biotech)를 이용하여 25℃에서 1시간 이상 ligation하여 

pUC18 MCS에서 alanine racemase gene 중 584 bp가 탈락된 plasmid를 

완성하였다. 완성된 vector의 alrf와 alrb의 사이에 앞서 cloning한 EtPR TESD 

GFP cassette를 ligation하여 pUC18-alrf-EtPR-GFP-alrb vector를 제작하였고, 

이를 pUC18-alr-GFP라 명명하였다. 완성된 plasmid에서부터 SacI-XbaI처리를 

통하여 alr-GFP gene을 digestion한 뒤 이를 다시 pCVD442 vector에 

ligation하였다. 최종 완성된 pCVD442-alr-GFP vector는 ampicillin이 포함된 

배지에서 SM10λpir 균주에 transformation되어 선별되었고, 이를 다시 plasmid 

분리를 통하여 농축되어 E. coli Χ7213균주에 transformation, ampicillin과 D-

alanine이 존재하는 LB agarose plate에서 분리, 배양 되었다. 

 

2-8. Conjugation을 통한 pCVD442-alr-GFP vector의 삽입과 

selection 

 완성된 pCVD442-alr-GFP vector를 대상 균주인 E.tarda NH1에 삽입하기 

위하여 배양된 pCVD442-alr-GFP vector를 지니고 있는 Χ7213균주와 E.tarda 

NH1 균주를 각각 단일 배양하였다. 동량의 균수를 측정하여 각각을 집균 한 뒤 

원심 분리를 이용, LB broth배지로 2회 세척해주었다. 이후, 각각을 현탁하여 

ampicillin이 포함된 LB broth배지에 세척된 두 균을 동시에 동량을 접종하였다. 

이후 약 12시간을 27℃에 배양하였고, 이를 ampicillin이 포함된 LB agarose 

plate에 도말하여 24시간을 27℃에서 배양하였다. 



10 

 2차 selection을 위하여 첫 번째 selection이 완료된 균주를 10%(w/v) 

sucrose가 포함된 LB broth배지에 진탕배양하였다. 이 때, pCVD442에 포함된 

SacB gene이 작동하며 이를 보유하고 있는 숙주를 파괴하는데, 이를 막기 위하여 

SacB가 포함된 부분의 gene을 제거하는 돌연변이 기작인 Allelic exchange 

mutagenesis가 일어난다. 이 때에 살아남은 균주는 원하는 방향으로 mutation이 

완료된 mutant균주와 wild type으로 돌아간 균주로 나뉘는데, 이를 LB plate, ALB 

plate, D-alanine이 첨가된 LB plate에 각각 배양해 봄으로써 mutant 균주를 선별 

할 수 있다. 

 

3. △asd E.tarda의 제작 

 

△asd E.tarda는 GFP발현 △alr E.tarda의 단점을 보완하기 위하여 새롭게 

제작되었으며, 이 역시 앞서 제작한 GFP발현 △alr E. tarda의 제작법과 동일한 

allelic exchange mutagenesis에 의해 제작되었다. 이에 사용된 primer는 표2에 

나타내었다. 

Aspartate semialdehyde dehydrogenase gene의 N-terminal과 C-terminal 끝

의 일부를 gene cloning하였으며, restriction enzyme을 이용하여 digestion하였다. 

△alr E. tarda 의 제작 시 사용한 pUC18-MCS vector를 backbone으로 하여 

digestion하였으며, 이에 semialdehyde dehydrogenase(asd) gene의 앞 쪽 330bp

와 뒤 쪽 312bp를 삽입하여 semialdehyde dehydrogenase gene의 탈락용 plasmid

를 완성하였다. 이를 pUC18-△asd이라고 명명하였다. 완성된 pUC18-△asd 

vector는 pCVD442 vector에 ligation된 후 E. coli Χ7213에 transformation되었

고, E.tarda와의 conjugation과정과 allelic exchange mutagenesis를 통하여 △asd 

E.tarda가 만들어졌다. 이의 selection에는 diaminopimelic acid가 사용되었다. 
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Table 2. Oligonucleotides used in this study 

 

Primers Sequence (5’-3’) 

asdf Fo SacI GAGCTC TCCCCCTGCGGTGC 

asdf Re XhoI CTCGAG TGCGAGGTTGAAAAAAAGACCG 

asdb Fo NsiI ATGCAT AGGCGATTCCGATCGATGG 

asdb Re XbaI TCTAGA CGGCGGCGCCCCACAG 

(Underlined nucleotides indicate restriction enzyme sites) 
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4. Antibiotic resistance gene-free and heterologous gene-

expressing vector 의 제작 

 

△asd E.tarda의 지속적인 생장과 red fluorescent protein의 발현을 위한 

vector를 제작하였다. 이를 위해서 G02 promoter와 asd gene, RFP gene을 

사용하였다. asd gene의 낮고 지속적인 발현량을 유지시키기 위하여 G02 

promoter를 선택하였고, termination sequence로 rrnBT1을 선택하였다. 해당 

gene은 모두 pGEM-T easy vector를 기초로 하여 제작되었으며, 이후 Antibiotic 

resistance gene의 불활화 과정과 RFP 발현 유전자의 삽입이 이루어졌다. 

 이에 사용된 primer는 다음 표3에 나타내었다. 
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Table 3. Oligonucleotides used in this study 

 

Primers Sequence (5’-3’) 

G02 AatII Fw GACGTC CGTCCGCGCCGTCGGTAAGCG 

G02 SpeI Re ACTAGT AGAGAAGAATGCCGGCGGGAAGATC 

asd-ORF Fw ACTAGT ATGAAAAACGTTGGTTTTATCGGCTGG 

asd-ORF Re GAATTC CTAGAGCAGCAGCCTCAGCATACGGC 

rrnBT1 SacI Fw ATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCC 

TTTCGTTTTATAGCT 

rrnBT1 NsiI Re ATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCC 

TTTCGTTTTATTGCA 

MCS-UP CCTCGAG GACGTCACTAGTCCGCGGATGCATT 

MCS-DOWN CTAGAATGCATCCGCGGACTAGTGACGTCCTCGAGGAG

CTC 

HCE AatII Fw GACGTC GATCTCTCCTTCACAGATTCCCAATC 

HCE SpeI Re ACTAGT TATA TCTCCTTTTT CCAGAAGTGT GAA 

RFP-ORF SpeI Fw ACTAGT ATGGCCTCCTCCGAGAACGTCATCACCG 

RFP-ORF SacI Re GAGCTC CTACAGGAACAGGTGGTGGCGGCCCTCG 

(Underlined nucleotides indicate restriction enzyme sites) 
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4-1. Restriction enzyme 의 처리와 ligation 

분리한 plasmid DNA를 각각의 site에 맞는 제한효소로 digestion하였다. G02는 

AatII와 SpeI, rrnBT1은 SacI과 NsiI으로, asd ORF는 SpeI과 EcoRI으로 각각 

digestion하였다. 해당 산물들을 ligation해 줄 수 있는 vector는 pGEM T-easy 

vector를 사용하였다. 각각의 restriction enzyme을 처리하여 원하는 산물을 0.7% 

agarose gel 상에서 전기 영동한 후 UV상에서 잘라내어 gel extraction을 

실시하였다. 분리된 DNA는 backbone이 되는 vector에 T4 ligase(Elpis biotech)를 

이용하여 순차적으로 ligation하였으며, 이를 Escherichia coli DH5α competent 

cell에 transformation하였다. G02 promoter와 asd ORF, rrnBT1이 각각 삽입된 

해당 vector를 pG02-asd라 명명하였다. 

 

4-2. Antibiotic resistance gene의 제거 및 RFP 유전자의 발현 

pG02-asd에서 Antibiotic resistance gene (AmpR)을 제거하기 위하여 제한효소 

DraI과 NarI을 사용하였다. 이에 multiple cloning site (DraI-BglII-NcoI-ScaI-

NsiI-NarI)의 염기서열을 포함하여 합성한 oligonucleotide를 삽입함으로써 

Antibiotic resistance gene이 제거된 pG02-asd-MCS vector를 제작하였다. 이에 

pdsRed2-1 plasmid에서 cloning한 뒤 SpeI과 SacI으로 digestion한 RFP유전자와, 

이를 발현해주기 위한 HCE promoter를 AatII와 SpeI으로 digestion하여 

삽입함으로써 pG02-asd-HCE-RFP plasmid를 제작하였다. 이의 경우 Antibiotic 

resistance gene이 제거되어있는 상태였기 때문에 Escherichia coli Χ7213균주를 

이용하여 transformation하였고, plasmid는 knock out되어있는 asd gene에 의하여 

selection되었다. 

완성된 pG02-asd-HCE-RFP plasmid는 plasmid 분리를 통하여 재 추출 하였고, 

이를 10% glycerol을 이용한 △asd E.tarda competent cell을 제작하여 이에 

electro-transformation하였다. 이후 heat-shock때와 마찬가지로 SOC 배지 
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800ul첨가 후 90분간 27℃에서 진탕 배양한 뒤 전 균을 모아 LB agar plate배지에 

도말하여 27℃에서 24시간 배양하였다. 

 

 

5. Red fluorescent protein 발현의 측정 

 

Red fluorescent protein 발현 측정은 96 well plate에서 실시하였으며, 이를 

위하여 96 well plate에 LB agar배지를 100 ul씩 분주하여 제작하였다. 이후 제작이 

완료된 pG02-asd-HCE-RFP/△asd E.tarda 균주를 LB broth배지에 접종하여 

27℃에서 24시간동안 진탕배양하였다. 이후 배지성분의 제거를 위하여 집균시킨 뒤 

PBS용액에 washing하는 과정을 거치고, 균체의 양이 OD600에서 1.0이 되도록 

희석하였다. 희석되어 동량으로 맞춰진 균체는 미리 만들어둔 96well plate LB 

agar배지에 각각 10ul씩 접종하였고, 이에 대한 대조군으로써, E. tarda NH1을 

동일한 조건으로 배양 및 처리하여 같은 양의 희석액을 배지에 접종하였다. 모든 

실험군에 대한 대조군으로써는 균체가 섞이지 않은 희석액, 즉 PBS용액을 배지에 

접종해 주는 것으로 비교하였다. 

 

 

5-1. 자극물질의 투여 

균체에 대한 성장억제 및 발현 억제를 위하여 자극물질을 투여하였다. 자극물질의 

농도에 따른 균의 성장률은 RFP의 발현량과 비례하므로 이를 측정하여 성장률을 

측정하였다. 자극물질로는 항생물질인 Ampicillin과 중금속인 Zinc가 사용되었으며, 
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이는 모두 3차 증류수를 용매로 하여 용해되어있는 상태를 이용하였다. 각각의 

농도로는, 배지의 최종농도 기준 ampicillin은 30 mg/ml, zinc는 100 mM로써 각각 

10배씩 단계희석하여 7단계로 나누어 투여하였다. 이에 대한 대조군으로는 3차 

증류수를 투여하였다. 

 

5-2. 염도에 변화에 따른 발현량의 측정 

다양한 염도의 조건에 따른 자극물질로부터의 균체의 RFP 발현량을 확인하기 

위하여 동일한 조건하에서 염도가 다른 자극물질을 투여하였다. Ampicillin과 

zinc각각 15‰과 30‰로 염도를 설정하였고, 다른 조건은 모두 동일하게 하였다. 

최종적으로 설정된 조건은 다음 표4에 나타내었다. 
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Table 4. Conditions of stimulating substance 

pG02-asd-HCE-RFP/△asd E.tarda E.tarda NH1 

NaCl 0‰ Amp 30mg/ml NaCl 15‰ Amp 30mg/ml NaCl 30‰ Amp 30mg/ml 

NaCl 0‰ Amp 3mg/ml NaCl 15‰ Amp 3mg/ml NaCl 30‰ Amp 3mg/ml 

NaCl 0‰ Amp 300ug/ml NaCl 15‰ Amp 300ug/ml NaCl 30‰ Amp 300ug/ml 

NaCl 0‰ Amp 30ug/ml NaCl 15‰ Amp 30ug/ml NaCl 30‰ Amp 30ug/ml 

NaCl 0‰ Amp 3ug/ml NaCl 15‰ Amp 3ug/ml NaCl 30‰ Amp 3ug/ml 

NaCl 0‰ Amp 300ng/ml NaCl 15‰ Amp 300ng/ml NaCl 30‰ Amp 300ng/ml 

NaCl 0‰ Amp 30ng/ml NaCl 15‰ Amp 30ng/ml NaCl 30‰ Amp 30ng/ml 

NaCl 0‰ NaCl 15‰ NaCl 30‰ 

   

pG02-asd-HCE-RFP/△asd E.tarda E.tarda NH1 

NaCl 0‰ ZnSO4 100mM NaCl 15‰ ZnSO4 100mM NaCl 30‰ ZnSO4 100mM 

NaCl 0‰ ZnSO4 10mM NaCl 15‰ ZnSO4 10mM NaCl 30‰ ZnSO4 10mM 

NaCl 0‰ ZnSO4 1mM NaCl 15‰ ZnSO4 1mM NaCl 30‰ ZnSO4 1mM 

NaCl 0‰ ZnSO4 100uM NaCl 15‰ ZnSO4 100uM NaCl 30‰ ZnSO4 100uM 

NaCl 0‰ ZnSO4 10uM NaCl 15‰ ZnSO4 10uM NaCl 30‰ ZnSO4 10uM 

NaCl 0‰ ZnSO4 1uM NaCl 15‰ ZnSO4 1uM NaCl 30‰ ZnSO4 1uM 

NaCl 0‰ ZnSO4 100nM NaCl 15‰ ZnSO4 100nM NaCl 30‰ ZnSO4 100nM 

NaCl 0‰ NaCl 15‰ NaCl 30‰ 
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5-3. 측정 

각각의 조건에 맞추어 접종된 균체는 27℃에서 배양되었으며, fluorescence 

reader (TECAN, POLARION)를 이용하여 Excitation wave length 485nm, 

Emission wave length 635nm에서의 그 결과값을 비교하였다. 
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Ⅲ. 결  과 

 

 

1. Allelic exchange를 이용한 alanine racemase gene knock-out-

GFP expressing E.tarda의 제작 

 

E. tarda 를 대상으로 Alanine racemase (alr) 유전자를 knock-out 시키고 그 

자리에 Green fluorescent protein (GFP)를 발현하는 cassette를 삽입한 GEM E. 

tarda를 제작하였다. Alanine racemase는 L-alanine을 D-alanine으로 전환시키는 

효소로서, D-alanine은 대부분의 세균에서 세포벽 성분인 peptidoglycan의 생합성에 

필수적인 역할을 한다. 이 때문에 alanine racemase 유전자가 knock-out된 

auxotrophic mutant를 배양 시 D-alanine을 첨가해주지 않으면 균체는 수회 분열 

후 세포벽을 합성하지 못하여 사멸하게 된다. E. tarda alanine racemase gene 

knock-out은 Escherichia coli χ7213 (Δasd) 및 pCVD442 suicide vector를 

이용하여 two step allelic exchange 과정을 통해서 수행하였다. 삽입한 GFP는 E. 

tarda에서부터 찾아낸 강력한 constitutive promoter에 의해 발현되도록 하였다 

(Fig. 1).  
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Fig.1. Construction of a vector, pCVD442-△alr-GFP  
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pCVD442 suicide vector의 삽입과 이에 sucrose를 첨가함으로써 두 번의 

cross-over 과정을 통하여 alanine racemase gene이 knock-out되고 GFP발현 

cassette가 삽입된 E. tarda mutant를 제작할 수 있었다. 

제작된 auxotrophic mutant E. tarda를 D-alanine이 없는 배지에서 culture한 

결과 배양이 불가능 한 것을 확인할 수 있었으며, 이에 반해 D-alanine이 첨가된 

배지에서는 이상 없이 배양되었으며 해당 집락에 GFP가 발현되는 것을 확인할 수 

있었다 (Fig. 2).  
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Fig. 2. Confirmation of GFP expression in wild type and mutant type E. tarda.  

 

 

Fig. 3. △alr-GFP E.tarda fluorescence assay. 
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그러나 해당 GFP의 발현량을 측정한 결과 wild type의 균주에 비하여 그 차이가 

그리 크지 않은 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 3).  

 

 

2. Allelic exchange를 이용한 aspartate semialdehyde 

dehydrogenase gene knock-out E.tarda의 제작 

 

E.tarda를 대상으로 aspartate semialdehyde dehydrogenase(asd) gene을 

knock-out 시킨 GEM E. tarda를 제작하였다. asd gene은 세균의 생장에 필수적인 

lysine과 threonine, 그리고 methionine을 합성하는데 필수적인 요소인 

diaminopimelic acid를 생산하는 유전자로써, 이것이 knock-out된 auxotrophic 

mutant는 DPA를 지속적으로 공급해 주지 않으면 세균의 생존 및 분열에 영향을 

받게 되고 최종적으로는 사멸하게 된다. 

 E. tarda의 aspartate semialdehyde dehydrogenase gene knock-out은 

Escherichia coli χ7213 (Δasd) 및 pCVD442 suicide vector를 이용하여 two 

step allelic exchange 과정을 통해서 수행되었으며, 이는 DPA가 존재하지 않는 

배지에서 성장이 불가능 한 것을 확인 할 수 있었다. 또한 chromosome DNA를 

sequencing한 결과 해당 gene의 중앙 부분이 deletion되어 있는 것을 확인 할 수 

있었다. 

 

 

3. pG02-asd-HCE-RFP/△asd E.tarda 균주의 제작 

 

GFP expressing E.tarda균주를 배양함에 있어 성장 억제 물질의 투여에 따른 균

체의 생장 및 발현량의 변화를 보기에는 감지되는 파장에서의 LB배지의 검출 값이 

GFP의 그것과의 차이가 크지 않아 문제가 발생하였다. 게다가 해당 GFP 유전자가 

chromosome에 1 copy로만 존재하기 때문에 특정 물질의 농도에 따른 독성 변화를 

모니터링 하기에는 reporter 단백질인 GFP의 발현량이 너무 적었고, 그로 인해 민감
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도가 떨어지는 단점이 있었다. 그렇기에 이의 활용도를 높이기 위하여 GFP의 

excitation peak와 emission peak가 차이가 나며 세균에서 문제 없이 발현되는 형광

발현 단백질인 Red fluorescence protein DsRed를 E.tarda에서 발현시켰다. 이후 

해당 plasmid vector에 asd gene발현 cassette를 삽입함으로써 DPA를 공급해주지 

않아도 균이 사멸할 염려가 없고, 항생제를 사용하지 않고도 plasmid를 selection하

며, plasmid의 필요성에 의해 균체의 분열 도중 유실되지 않도록 하였다. 

 이를 측정해 본 결과 wild type E.tarda의 RFP 발현량에 비해 형질 전환 균주가 

최대 50배까지 발현량에 차이를 나타내는 것으로 보였다. 이에 균체가 생장하기 

불리한 환경을 조성하여 그에 따른 형질 전환 균주의 RFP발현 변화량의 추이를 

확인하였다. 
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3-1. 항생물질 농도로 인한 성장률 변화에 따른 RFP발현 변화량의 추이 

Ampicillin을 성장 억제용 자극물질로 하여 각 농도별 RFP발현량의 차이를 

알아보았다. 실험은 해당 배지의 증발이나 오염이 없는 72시간까지 측정하였고, 

3번의 반복구를 두어 각 값의 평균치를 구하여 비교하였다. 

LB agarose plate 배지에서의 기본 RFP발현량을 전체 실험의 negative control로 

하였으며, 각각의 측정값에서 이를 감하여 나타내었다. 

형질 전환된 bacteria에 대한 대조군으로는 E.tarda NH1를 동일한 조건으로 

접종한 상태에서 비교하였다. 

자극물질이 투여 되지 않은 상태에서의 형질 전환 E.tarda의 경우 3일째 

발현강도의 경우 최초 발현량의 5배 이상의 발현량을 나타내는 것으로 보였으나, 

항생물질 농도의 점차적인 증가에 따라 순차적으로 그 발현량이 줄어들었다. 

이를 E.tarda NH1과 비교하였을 때에는 그 차이를 더 쉽게 알 수 있었다. E.tarda 

NH1은 균의 성장에 따라 RFP의 발현값이 소폭 증가하였으나 그 차이가 경미하였고, 

전체적으로 항생물질의 농도나 성장률과 시간에 따른 RFP측정값의 변동이 낮은 

폭임을 확인할 수 있었다.  
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Fig. 4. RFP expression level; 3days in LB plates. Bacteria cultured in 27℃ 

Stimulation substance; ampicillin. 
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3-2. 중금속 농도로 인한 성장률 변화에 따른 RFP발현 변화량의 추이 

자극물질로의 중금속을 정함에 있어 해당 금속염을 녹일 용매가 형질 전환 균주의 

성장에 영향을 미치지 않는 용매여야 했다. 이에 ZnSO4를 3차 증류수에 녹여 1M 

농도로 제작한 뒤 10배씩 단계 희석하였다. 이를 0.2um 구경의 syringe fiter를 

이용하여 여과하여 사용하였다. 

전체적인 실험의 공시험과 대조 실험은 위의 항생제 실험과 동일한 조건하에 

실시하였다. 

E.tarda NH1의 경우 위의 실험과 마찬가지로 균의 성장에 따른 RFP의 발현량 

차이가 거의 없는 것으로 확인되었으며, 아연을 첨가해 준 형질 전환 세균은 각 

중금속의 농도에 따라 점차 성장률이 증가하였고, 이에 따라 측정되는 RFP의 양도 

함께 증가하였다. 

아무런 자극 물질을 가하지 않았을 때의 최종 발현량의 차이는 형질 전환된 

균주가 대조군의 균주에 비하여 약 9배의 차이를 나타내는 것으로 위의 실험과는 

양적인 차이를 보였다. 
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Fig. 5. RFP expression level; 3days in LB plates. Bacteria cultured in 27℃. 

Stimulation substance; ZnSO4. 
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3-3. Salinity의 변화에 의한 항생물질의 영향 확인 

자극 물질로의 Ampicillin 투여 시 동등한 조건에서 최종 자극 물질의 염도를 

변화시켜 각각의 차이를 확인하였다. 15‰과 30‰의 ampicillin수용액을 

제작하였으며 이를 다시 각각의 ampicillin 농도에 따라 투여하여 접종된 균체에서의 

RFP발현량을 비교하였다. 

실험의 대조군과 공시험의 실행은 앞의 실험과 같은 조건에서 실시되었으며, 

투여하는 자극물질의 염도만 변경되었다. 

염도의 증가에 따른 형질 전환 균주의 RFP발현량은 차이를 나타내지 못하였으며, 

마찬가지로 항생제 농도의 감소에 따라 RFP발현량은 순차적인 증가를 나타냈다. 

공시험과 대조군인 E.tarda NH1의 경우 다른 대조군의 실험과 동등하게 염도나 

항생물질의 영향에 따른 RFP발현 변화는 없는 것으로 나타났다. 
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Fig. 6. RFP expression level in salinity 15‰. Stimulation substance: ampicillin. 
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Fig. 7. RFP expression level in salinity 30‰. Stimulation substance: ampicillin 
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3-4. Salinity 의 변화에 의한 zinc 의 영향 확인 

자극 물질로의 ZnSO4 투여 시 동등한 조건에서 최종 자극 물질의 염도를 

변화시켜 각각의 차이를 확인하였다. 15‰과 30‰의 ZnSO4수용액을 제작하였으며 

이를 다시 각각의 ZnSO4 농도에 따라 투여하여 접종된 균체에서의 RFP발현량을 

비교하였다. 

실험의 대조군과 공시험의 실행은 앞의 실험과 같은 조건에서 실시되었으며, 

투여하는 자극물질의 염도만 변경하였다. 

염도의 증가에 따른 형질 전환 균주의 RFP발현량은 차이를 나타내지 못하였으며, 

마찬가지로 중금속의 농도의 감소에 따라 RFP발현량은 순차적인 증가를 나타냈다. 

공시험과 대조군인 E.tarda NH1의 경우 다른 대조군의 실험과 동등하게 염도나 

항생물질의 영향에 따른 RFP발현 변화는 없는 것으로 나타났다. 
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Fig. 8. RFP expression level in salinity 15‰. Stimulation substance: ZnSO4 
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Fig. 9. RFP expression level in salinity 30‰. Stimulation substance: ZnSO4 
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Ⅳ. 고  찰 

 

 

분자생물학 기술의 발전은 여러 유전학적인 techniques를 가능하게 하였다. 그 중 

live attenuated bacterial vaccines를 제작함에 있어 allelic exchange를 이용한 

homologous recombination은 특정 target gene을 knock-out 시키거나 다른 유전

자로 치환할 수 있는 가능성을 지니고 있다 (Geng et al., 2009) 

이를 이용하여 세균의 유전자 중 생존에 필수적으로 요구되는 aspartate 

semialdehyde dehydrogenase (asd) gene이나 alanine racemase gene (alr)과 

같은 영양 요구성 물질에 대한 유전자를 knock-out시킬 경우 해당 균주는 knock-

out된 유전자에 해당하는 물질을 첨가하여 주어야만 생존할 수 있게된다. 이처럼 

allelic exchange를 이용한 homologous recombination 기술은 특정 미생물의 

생존에 대한 조절을 완벽히 해 낼 수 있게 한다 (Sun et al., 2010). 

본 연구에서는 이와 같은 homologous recombination 을 이용하여 해양 수중 

상재균인 E.tarda 균주를 영양요구성 돌연변이화 시키고 이에 형광 발현 단백질을 

지표로 삽입하는 실험을 실시하였다. 

재조합 E.tarda 의 제작은 Alanine racemase gene (alr)을 knock-out 시키고 그 

자리에 항시 고발현 promoter 에 의해 발현되는 green fluorescent protein (GFP) 

유전자 cassette 를 삽입하는 과정으로 이루어졌다. Alanine racemase 는 L-

alanine 을 D-alanine 으로 전환시키는 효소로서, D-alanine 은 대부분의 세균에서 

세포벽 성분인 peptidoglycan 의 생합성에 필수적인 역할을 한다. 이 때문에 alanine 

racemase 유전자가 knock-out 된 auxotrophic mutant 를 배양 시 D-alanine 을 

첨가해주지 않으면 균체는 수회 분열 후 세포벽을 합성하지 못하여 사멸하게 된다. 

결과적으로 본 연구에 의해 배양시 D-alanine 이 필수적이면서 동시에 GFP 를 그 

세포질에 발현하는 특징을 가지는 영양 요구성 돌연변이 E. tarda 가 제작되었다. 
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그러나 GFP 를 발현하는 재조합 E.tarda 를 이용하여 생물모니터로서의 

활용가능성을 분석한 결과 GFP 유전자가 chromosome 에 1 copy 로만 존재하기 

때문에 특정 물질의 농도에 따른 독성 변화를 모니터링 하기에는 reporter 단백질인 

GFP 발현량이 너무 적었고, 그로 인하여 민감도가 떨어지는 단점이 있었다. 게다가 

해당 균체를 배양함에 있어 사용되는 LB agarose 배지의 색이 녹황색 계열로써, 

GFP 의 파장을 검출하는 excitation peak 와 emission peak 와 그 값이 근사하여 

측정에 대한 간섭이 있었다 

이러한 단점을 보완하기 위해 2 차 실험에서는 reporter 형광단백질을 GFP 가 

아닌 적색 계열의 Red fluorescent protein (RFP) DsRED 로 교체하였으며, RFP 

발현 cassette 의 copy 수 문제를 해결하기 위해 해당 발현 cassette 를 plasmid 에 

삽입하였다. 또한 E.tarda 의 chromosome 상에 있는 aspartate semialdehyde 

dehydrogenase(asd) gene 을 knock-out 시키고, asd 유전자 발현 cassette 를 

RFP 발현 plasmid 에 함께 삽입하여 이를 asd 가 knock-out 된 영양요구성 

돌연변이 E.tarda 에 transformation 함으로써 항생제 내성유전자의 비 존재 

하에서도 RFP 발현 plasmids 를 유지할 수 있는 재조합 E.tarda 시스템을 

구축하였다. 

Red fluorescence protein DsRed 는 Discosoma sp. (mushroom)으로부터 추출된 

적색 형광 발현 단백질로써, 세포에 대한 toxicity 가 나타나지 않고, 원핵생물인 

세균에서 발현이 가능 (Knop et al., 2002) 하므로 이를 본 연구에 활용할 수 있었다. 

Green fluorescence protein 의 경우 분자생물학적으로 매우 유용한 도구로써 많은 

분야에서 사용되어 왔으나, 본 실험에서는 LB agarose 배지에 의한 파장의 간섭을 

최소화하기 위하여 이의 사용을 배제하였다. 

그리하여 발현용 단백질 RFP DsRed 를 constitutive promoter 인 pHCE 

promoter 로 발현시킨 △asd E.tarda RFP 균주를 완성하였고, 그 발현량에 대한 

비교로 해당 균체의 생존률 및 성장률을 비교하였다. RFP DsRed 발현량에 대한 

측정은 excitation wavelength 558nm 와 emission wavelength 583nm 에서 그 

발현량의 차이를 비교하였다. 
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준비된 형질 전환 균주에 가상 오염 물질을 투여함에 있어, 그 대상을 항생물질과 

중금속으로 지정하였다. 첫 번째로 지정된 자극물질은 항생 물질로써 

penicillin 계열의 Ampicillin 이다. 이는 β-lactam 골격의 화학구조식을 가지고 있어 

β-lactam 계 항생제라 불리며 살균작용이 강하지만 화학적으로 불안정하여 빛, 열, 

산소에 노출되면 효능이 감소되거나 분해된다. 오늘날에는 페니실린 내성 등의 

문제로 여러 가지 문제점이 있지만 아직까지는 전 세계적으로 널리 사용되고 있다. 
(Shitandi  and  Sternesjo,  2004) 

두 번째로 지정한 자극물질은 중금속으로 ZnSO4 의 수용액을 사용하였다. 아연의 

경우 중금속으로 환경에 일정치 이상 존재할 시 급성독성을 지녀 세균의 성장을 

억제하게 된다. 

이러한 성장 억제 물질들을 농도별로 자극하였을 때 그에 따라 살균작용 및 

정균작용이 나타나게 되고, 그로 인하여 나타난 형질 전환 균주의 성장률 저하는 

RFP 발현량의 감소를 가져오게 된다.  

이처럼 RFP 발현량의 비교 측정은 성장 억제 물질들의 농도를 다시금 추론할 수 

있게 한다. 같은 맥락으로 미지의 시료를 자극물질로 하여 배양된 해당 균체의 

생존률 및 그에 따른 RFP 발현량의 차이는 그 시료에 대하여 세균이 얼마만큼 잘 

살아갈 수 있는 환경인가를 지표해 주는 간이적인 monitor 로써의 결과값이 될 수 

있을 것이다. 
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Ⅴ. 요  약 

 

재조합 세균을 이용한 생물지표 혹은 생물모니터 연구는 주로 대장균을 대상으로 

연구가 되어 왔으며, 해수 세균을 대상으로 한 연구는 거의 이루어져 있지 않다. 본 

연구에서는 해양에 상재하면서 동시에 어류에 병원체로 작용하는 세균인 E.tarda를 

대상으로 형광발현 재조합 세균을 제작 후 생물모니터로서의 활용기능성을 분석하였

다. 먼저 재조합 E. tarda의 제작은 allelic exchange를 이용하여 chromosome DNA

에서 alanine racemase gene (alr)을 knock-out 시키고 그 자리에 항시고발현 

promoter에 의해 발현되는 green fluorescent protein (GFP) 유전자 cassette를 삽

입함으로써 배지에 D-alanine의 공급없이는 자랄 수 없으면서 동시에 GFP를 그 세

포질에 발현하는 영양요구성 돌연변이 E. tarda를 제작하였다. 그러나 이 GFP를 발

현하는 재조합 E. tarda를 이용하여 생물모니터로서의 활용가능성을 분석한 결과 

GFP 유전자가 chromosome에 1 copy로만 존재하기 때문에 특정 물질의 농도에 따

른 독성 변화를 모니터링 하기에는 reporter 단백질인 GFP의 발현량이 너무 적었고, 

그로 인해 민감도가 떨어지는 단점이 있었다. 이러한 단점을 보완하기 위해 2차 실험

에서는 형광단백질을 GFP가 아닌 Red fluorescent protein (RFP)로 바꾸었으며, 

RFP 발현 cassette의 copy 수 문제를 해결하기 위해 그 발현 cassette를 plasmid

에 삽입하였다. 또한 E. tarda의 chromosome상에 있는 aspartate semialdehyde 

dehydrogenase (asd) 유전자를 knock-out 시키고, asd 유전자 발현 cassette를 

RFP 발현 plasmid에 함께 삽입하여 이를 asd가 knock-out된 E. tarda에 

transformation 함으로써 항생제 내성유전자의 사용없이도 RFP 발현 plasmids를 유

지할 수 있는 재조합 E. tarda 시스템을 구축하였다. 이렇게 구축된 재조합 E. tarda

를 이용해 ampicillin 및 ZnCl2 농도별 RFP 발현량을 측정한 결과 농도에 따른 RFP

의 발현량이 차이가 있게 나타남으로써 생물모니터로서의 활용이 가능함을 알 수 있

었으며, 또한 해수 염분농도를 포함한 다양한 염분농도하에서도 같은 결과가 나타남

으로써 해수용 바이오모니터로서의 활용가능성이 있음을 알 수 있었다. 
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언제나 감사하고 죄송한 할머님, 그리고 지지해 주시는 아버지에게도 감사한다는 

말씀 드리고 싶고, 자랑스러운 아들이 되지 못해 죄송스러운 마음이 큽니다. 앞으로 

더 지켜봐 달라는 말씀 드리고 싶고 언제나 믿음 가지고 있고 또 사랑한다는 말씀 

전하고 싶습니다. 새로운 가족에게도 미안하다는 말 전하고 싶고, 또 언제나 내 편이 

되어 준 누나와 귀여운 조카, 자형에게도 감사하고 또 사랑한다고 말하고 싶습니다. 

그리고 힘들어할 때나 기뻐할 때도 언제나 곁에서 응원하고 지켜주었던 나의 연인 

유미에게도 언제나 사랑하고 감사하며, 더욱 아껴주겠다는 말 전해주고 싶습니다. 

마지막으로 하늘나라에서 언제나 절 지켜봐 주시는 사랑하는 어머님께 그립다는 

말씀과 사랑하고 또 언제나 감사하며 살고 있다는 말씀 전하고 싶습니다. 
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