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호수 생태계에서 살아있는 세균을 측정하기 위한 qDVC 방법의 적용

김미리·서은영·최승익1·안태석*

강원대학교 환경학과, 1강원대학교 환경연구소

호소수내의 ‘살아있는 세균’을 측정하기 위하여 quantitative direct viable count (qDVC) 방법을 적용하였다.

qDVC방법에 적용되는 최적 glycine 농도는 2%였으며, ‘살아있는 세균’을 계수하는데 있어서 평판계수법, CTC

법 보다는 qDVC 방법이 보다 효과적이라는 것을 확인하였다. qDVC 방법으로 ‘살아있는 세균’을 측정한 결과

다른 두 방법보다 2.4~6.0배 높은 값이었다. 또한 qDVC 방법은 ‘살아있는 세균’을 죽은 세포 또는 휴면세포와 쉽

게 구별할 수 있었다.
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대사적으로 활성을 지닌 세균은 생태계에서 생산성, 영양염 회

전율(nutrient turnover), 기질 이용 잠재력, 유기물의 분해 등과

관련된 생태학적 관점에서 총세균수보다 훨씬 더 유용한 정보를

제공한다(17). 수생태계에서 ‘살아있는 상태’의 세균을 계수하는

것은 매우 중요하다. 예로 소양호에서 β-glucosidase 활성도를 측

정한 후 specific activity를 구한 결과, 총세균수(AODC)로 나누

어 얻은 값은 1999년 8월과 9월에 큰 차이가 없었으나, ‘살아있

는 세균’으로 나누어 specific activity를 얻은 값은 9월에는 8월

보다 6.7배 더 높은 것으로 나타났다(1). 즉 ‘살아있는 세균’만이

β-glucosidase를 분비할 것이므로 1999년 8월과 9월의 경우 수생

태계의 유기물 상태가 전혀 다르다는 것을 간접적으로 확인할

수 있었다. 이렇듯 수생태계에서 ‘살아있는 세균’을 검출하는 것

은 수생태계의 다양한 정보를 얻을 수 있는 방법이다.

수생태계에서 세균을 광학현미경, 위상차 현미경으로 관찰하면

그 세균이 죽은 것인지, 휴지기 상태인지, 살아있는 상태(viable)

인지를 확인할 수 없다. 형광현미경이 개발되고 DNA와 RNA에

결합하는 형광염료인 acridine orange로 염색할 경우, 젊은 세포

는 주황색으로, 활성이 적은 세포는 녹색으로 보인다는 결과(11)

에서 ‘살아있는 세균’의 비율을 측정할 수 있으나 판정기준이 모

호하여 재현성이 매우 낮다.

‘살아있는(viable) 세균’의 정의는 다양하다. 분열 중인 것을 살

아있는 것으로 보아 분열 중인 세균의 비율(frequency of dividing

cell; FDC)을 측정하는 방법이 있다(8). 이 방법은 생식능력이 있

는 것을 현미경에서 직접 관찰, 계수하는 방법으로 노동집약적인

방법이었다. 이 방법은 후에 개발된 image analyzer와 결합하여

간편하게 측정값을 얻을 수 있었다. 또 다른 방법은 분열과정을

방해하는 물질인 nalidixic acid를 첨가하여 커진 세포를 활성이

있는 것으로 보는 것이다(13). 이 방법은 nalidixic acid 외에

pipemidic acid, piromidic acid 등 항생물질을 처리하여 ‘살아있

는 세균’의 검출 비율을 높였다(14). 이러한 FDC, DVC 방법의

가장 큰 단점은 판정과 계측 과정에 숙달된 관찰자가 필요하다

는 것이다(12). 

또 다른 정의는 ‘전자전달계(ETS)가 활동한다는 것’을 ‘살아있

는 것’으로 보는 것이다. 즉, 세균의 membrane에 존재하는 전자

전달계에서 전자를 받아 formazan을 형성하여 색을 띠게 만들거

나 형광을 띠게 하는 방법이다. 여기에 사용되는 물질로는 전자

를 받으면 붉은색을 띠는 2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5

phenyltetrazolium chloride (INT)(19), 형광을 띠는 5-cyano-2,3-

ditolyl tetrazolium chloride (CTC) 물질(17)을 이용하여 ‘살아있

는 세균’을 확인하는 것이다. 이 방법은 앞의 FDC, DVC 보다

도 ‘살아있는 세균’의 비율이 높게 나타났다. 그러나 이 방법은

기질인 INT와 CTC가 세포를 투과하여야 하므로 세균에 따라

음성으로 나타나는 단점이 있고, 사용하는 물질 자체가 독성이

있으며, 현미경관찰시 fade out 현상 등으로 오류를 유발하기도

한다(17).

이러한 단점들을 보완하기 위해 개발된 방법이 quantitative

direct viable count (qDVC)법이다. qDVC법은 DVC법을 변형시

킨 것으로 항생물질과 glycine 처리를 통해 spheroplast를 형성한

세균을 선택적으로 용해시키는 방법이다. 배양 시 첨가되는 glycine

은 세균이 성장, 분열하는 과정에서 peptidoglycan의 합성을 방해

하여 세포벽을 느슨하게 하는 역할을 한다(9). 이러한 glycine의

영향으로 세포벽이 완전하게 형성되지 않은 sphaeroplast는

freeze-thaw 처리법에 의해 용해되어 사라진다. 반면에 휴지기에

있거나 죽은 세균은 이미 형성된 세포벽이 있어, freeze-thaw 과

정에서 세포가 용해되지 않는다. 이러한 원리를 응용하여 ‘살아

있는 세균’을 측정하는 것이 바로 qDVC 방법이다(18). 

qDVC 방법 중 가장 중요한 것은 세균의 세포벽 형성을 방해

하는 glycine의 농도이다. Glycine 농도가 낮으면, peptidoglycan
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합성을 충분히 방해하지 못하고, glycine 농도가 높으면 휴지기

등에 있는 세균을 용해하여 정확한 측정이 어렵다. 따라서

qDVC 방법을 사용하려면 우선 glycine 농도를 확정하여야한다. 

여기에서는 담수 환경에서 ‘살아있는 세균’을 정확하게 측정하

기 위하여 qDVC 방법을 적용하였고, 최적 glycine 농도를 확인

하였다. 그 다음에 영양상태가 다른 호수에서 ‘살아있는 세균’을

이 방법으로 측정하였고, 기존의 측정 방법인 평판계수법과 CTC

환원법과 비교하였다. 

재료 및 방법

공시균주 

이 qDVC를 이용하여 분석 할 대상이 주로 호소수이며, 소양

호의 경우 세균의 약 80% 이상이 Gram 음성에 속하는 세균이

다(2). 따라서 공시균주는 Gram 음성균주를 선택하였고, 서울대

학교 미생물 균주센터에서 Escherichia coli 10080 균주를 분양

받아 사용하였다. ‘살아있는 세균’은 4시간 배양된 것을 사용하

였고, ‘휴지기 이거나 죽은 세균’은 24시간 배양한 것을 사용하

였다. 이들은 acridine orange로 염색하여 형광현미경(Olympus

BX60, Exciting filter:B, Lamp:Mercury lamp HBO 100W/2)으로

검경한 결과 각각 주황색과 초록색을 띠고 있어 명확하게 구분

이 가능하였다. 

qDVC방법에서 최적 glycine 농도 확인

최적 glycine 농도를 결정하기 위해 EC broth에서 4시간 배양

한 E. coli 와 24 시간 배양한 E. coli 배양액 9 ml 를 각각 멸

균된 50 ml conical tube에 넣고 여기에 cephalexin (0.01%) 1

ml, nalidixic acid (0.02%) 1 ml, yeast extract (2.5%) 50 µl를 첨

가한 후 glycine의 최종 농도를 0.5, 1, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0%로 하

여 24시간 암실에서 배양하였다. 배양 후 액체질소에 급랭하는

freeze-thaw 처리를 한 뒤(18), acridine orange로 염색한 후 형광

현미경으로 검경하였다. 

조사 대상 지역 및 기간 

소양호, 파로호(구만리, 태산리 2곳 등 총 3곳), 의암호(공지천

합류부) 등 5곳의 호수에서 2003년 9월부터 2003년 10월 중 채

수하여 분석하였으며, 모든 시료는 3회 반복하여 실험하였다.

총세균수

총세균수 측정은 Acridine orange direct count (AODC) 방법을

사용하였으며, 형광현미경을 이용하여 계수하였다. 

활성세균수 

평판도말법

평판도말법은 R2A broth (Difco, USA)에 agar를 첨가한 고체

배지를 사용하였다. 멸균된 고체 배지 상에 시료를 15~20 µl 주

입 후 도말하여 25oC의 배양기에 넣어 colony를 형성한 것을

‘살아있는 세균’으로 계수하였다. 모든 시료의 분석은 3회 이상

반복 하였으며, 콜로니 숫자가 30~300개 사이의 자료를 사용하

였다.

CTC 환원법

멸균된 cap tube에 채취한 시료 5 ml과 미리 멸균된 R2A

broth 4 ml, 5 mM 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC)

stock solution 0.2 ml을 넣고, 현장온도의 암실에서 1시간 동안

shaking 하면서 배양한 후(17), 형광현미경(Olympus BX60,

Exciting filter:G)으로 계수하였다. ‘살아있는 세균’은 형광을 띠

는 것으로 하였다. 

qDVC법 

멸균된 50 ml conical tube에 시료 9 ml과 cephalexin (0.01%)

1 ml, nalidixic acid (0.02%) 1 ml, yeast extract (2.5%) 50 µl,

glycine (최종농도: 2%)을 첨가하여 현장온도에서 24시간 동안

암실 배양한 후, 액체질소에 급랭하는 freeze-thaw 처리를 한 뒤

(18) AODC방법으로 계수하였다. ‘살아있는 세균’의 수는 총세균

수 값에서 qDVC법으로 나타난 세균수를 감하여 계산하였다.

결 과 

최적 glycine 농도 결정

최종농도가 4% 이상인 glycine을 실험에 사용할 경우, ‘살아있

는 세균’뿐 만 아니라 ‘휴지기 이거나 죽은 세균’의 세포막에도

glycine이 작용하여 세균수가 감소하는 것을 예비 실험을 통하여

확인하였다. 최적 농도 결정의 정확성을 높이기 위해 glycine 농

도를 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3%로 하여 EC broth 에 24시간과 4시

간 배양한 E. coli에 각각의 농도를 넣어 배양한 결과, ‘휴지기이

거나 죽은 세균’으로 구분되는 24시간 배양한 E. coli는 glycine

농도에 거의 영향을 받지 않았지만, glycine 농도가 2.5% 이상일

경우 그 균체수가 glycine을 넣지 않았던 초기에 비해 약 1.3~

1.5배 감소하는 것이 관찰되었다. ‘살아있는 세균’으로 볼 수 있

는 4시간 배양된 E. coli는 초기 균체수가 0.5% glycine을 넣어

배양하였을 때, glycine 처리하지 않은 것의 약 1/5 수준으로 감

소하였고, glycine 농도 증가에 따라 점차적으로 감소하였다(Fig.

1). 이 결과에서 향후 사용하는 qDVC 방법에서 glycine의 농도

는 2.0%로 정하여 사용하였다.

qDVC 방법의 정확성 확인 

qDVC법에 의하여 ‘살아있는 세균’만 용해된다는 것을 증명하

기 위해 E. coli 공시균주에 이 방법을 적용해 보았다. 4시간 배

양한 E. coli, 즉 살아있는 E. coli를 qDVC법으로 처리하고 형광

현미경으로 관찰한 결과 매우 적은 수의 세균만 검출되었다. 반

대로 24시간 배양한 E. coli의 경우 qDVC법으로 처리하고 형광

현미경으로 관찰한 결과 많은 수의 세균이 관찰되었다(Fig. 2).

이 실험에서 얻어진 결과는 Table 1과 같다. 즉, 이 qDVC 방법

은 glycine 처리과정과 freeze-thaw 과정을 통하여 ‘죽었거나 휴

지기인 상태의 세균’은 용해되지 않는다는 것을 확인하였다. 그
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리고 ‘살아있는 세균’은 이 두 과정을 거치면서 완전히 용해되는

것을 확인하였다. 

호수 시료에서 평판계수법, CTC 법과 qDVC 방법의 적용

각 호수에서 ‘살아있는 세균’을 검출하기 위하여 평판계수법,

CTC법과 qDVC 방법을 적용하여 조사한 결과는 Fig. 3과 같다.

소양호의 총세균수에 대한 ‘살아있는 세균’의 비율은 각각 평판

계수법은 6.1~7.9%, CTC 환원법은 13.9~19.9%였다. 그러나

qDVC법을 적용한 경우 평판계수법과 CTC환원법에 비해 각각

6.0배, 2.4배 높은 41.2~45.6%의 비율이었다.

파로호에서도 소양호와 유사한 결과이었다. 파로호의 구만리

선착장에서 채수한 시료에서 총세균수에 대한 ‘살아있는 세균’의

비율은 평판계수법 6.0~8.2%, CTC 환원법 15.4~17.2%, qDVC

법 32.0~44.3%의 비율을 보였다. 또한 파로호에 생태복원용으로

설치된 인공식물섬 주변에서는 총세균수에 대한 ‘살아있는 세균’

비율이 qDVC방법을 적용하였을 경우 평판계수법의 4.5배, CTC

방법의 2.1배 높은 결과로 호수수와는 큰 차이가 없었다. 

의암호의 경우, 총세균수에 대한 ‘살아있는 세균’의 비율이 평

판계수법은 9.1~9.9%, CTC환원법은 20.9~24.0%이었다. 그리고

같은 시료에 qDVC법을 적용한 결과, 활성세균의 비율이 32.7~

39.0%로 나타났다. 빈-중영양호인 소양호와 파로호와는 다르게

평판계수법과 CTC환원법으로 측정한 ‘살아있는 세균’의 비율이

다른 호수보다 약간 높았다. 그러나 qDVC 방법으로 측정한 ‘살

아있는 세균’의 비율은 유사하였다. 

고 찰

 자연계에 존재하는 살아있는 세균 중 일부는 환경 조건에 따

라 일시적으로 휴지기 상태일 수 있고, 이는 세균의 생존 전략이

기도 하다(16). 예로 태양광에 의한 radical 생성, 직접적인 자외

선의 피해 등 때문에 세균이 휴지기로 변할 수도 있다 (10). 그

외 영양소 부족 등과 같이 환경조건 변화에 따라 ‘살아있는 세

균’의 분포가 달라진다. 

소양호에서 총세균수와 DVC 방법으로 측정한 ‘살아있는 세균’

의 수평 수직적 분포는 서로 상관성이 낮다(3). 또, 식물플랑크톤

의 종조성이 바뀔 때에 ‘살아있는 세균’의 변화가 극심한 것도

이 둘의 생태계 구성원 간에 밀접한 관계가 있음을 알려준다(1).

호수 생태계에서는 ‘살아있는 세균’만이 물질 분해, 순환, 먹이

Fig. 1. Proportion of inactive and active E. coli according to glycine

concentration.

Fig. 2. Microphotograph of typical viable bacteria (up) and dead and/or dormant bacteria(down). (a : viable cells, b : viable cells - after freeze-thaw

treatment, c : dead and/or dormant cells, d : dead and/or dormant - after freeze-thaw treatment)
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연쇄에 직접적으로 관여하므로 ‘살아있는 세균’을 측정하는 것은

미생물 생태학에서 주요한 연구 대상이었다. 기존의 ‘살아있는

세균’을 측정하는 방법들은 생리 대사 과정 산물을 이용하는 방

법이었다. 이 방법들은 미약한 생리 대사일 경우에는 확인이 어

려운 단점이 있었다. 이 단점을 보완하여 새로이 제안된 qDVC

는 세포벽의 형성을 억제하는 glycine을 처리하고 항생제와 급격

한 온도의 변화로 세포의 용해를 유도하는 방법이다. 

qDVC 방법 중 주요한 과정은 glycine에 의한 sphaeroplast 형

성과, nalidixic 등 항생제와 freeze-thaw 과정에서 sphaeroplast의

용해과정이다. Glycine은 peptidoglycan 전구물질을 형성할 때에

alanine과 경쟁적인 위치에 있게 되며(15), 다량으로 외부에서

glycine을 넣어줄 경우, 세균의 세포벽이 구성이 바뀌게 된다. 한

예로 methicillin 내성 S. aureus의 경우, 다량의 glycine을 넣어준

배지에서 배양한 결과 methicillin 감수성이 증가한 것은 바로 세

포벽의 형성이 제대로 이루어지지 않았기 때문이다(7). 즉, 다량

으로 넣어 준 glycine은 세균의 세포벽 구성을 변화시켜, 항생제

와 freeze-thaw 처리와 같은 과정에서 완전히 용해된다(9). 이러

한 glycine의 적정 처리 농도를 확인한 예비실험 결과, glycine의

농도가 4.0% 이상일 경우 ‘죽거나 휴지기인 세균’은 50.0% 정

도가 용해되는 것으로 확인되었다. 이 결과에서 다음과 같은 가

정이 가능하다. 첫 째는 ‘죽거나 휴지기인 세균’에서도 glycine

농도가 높은 상태에서 24시간 배양되는 동안 일부 세포벽 형성

이 일어나고 있고, 이 과정에서 형성된 세포벽이 온도의 급격한

변화에 의하여 용해되는 것으로 사료된다. 또 다른 가정은 세포

벽을 구성하고 있는 alanine이 높은 외부의 glycine에 의하여

glycine으로 치환되어 물리적 변화에 의하여 세포벽이 용해된다

는 것이다. 이 연구에서는 glycine 농도가 2%일 경우에 ‘살아있

는 세균’은 배양과정에 포함된 항생제와 액체 질소 처리와 같은

물리화학적 처리과정에서 완전하게 용해되었고, ‘죽거나 휴지기

인 세균’은 용해 비율이 매우 낮았다. 이러한 결과는 qDVC 방

법에서 glycine 처리 농도를 결정하는 것이 선행되어야 한다는

것을 알려준다. 

소양호에 존재하는 활성세균의 비율을 측정해 본 결과, qDVC

법을 적용하였을 경우 검출된 활성세균 비율이 평판계수법과

CTC 환원법에 의한 것보다 약 2.4~6.0배 높은 45.6%까지 나타

나, qDVC법의 활성세균 검출율이 훨씬 높았다. 같은 실험을 공

지천, 파로호에 적용한 경우에도 소양호의 경우와 마찬가지로

qDVC법을 통한 활성세균의 검출 비율이 평판계수법이나 CTC

환원법보다 2.1~5.5배 높게 측정되어, qDVC법이 활성세균을 계

수하는데 있어서 기존의 방법들에 비해 더 효과적이라는 결론을

내릴 수 있었다. 또한 Yokomaku et al.(18)의 연구에서 qDVC법

을 하천과 온천에서 적용한 결과, 평판계수법과 CTC 환원법보다

약 2.3~5.5배 높은 63.8%로 검출되어 본 실험과 비슷한 검출율

을 나타내었다. 

호수의 영양 상태에 따라 각 방법으로 측정한 ‘살아있는 세균’

의 검출율의 차이는 나타나지 않았고, 검출 비율은 평판계수법<

CTC 환원법<qDVC 방법 순으로 높았다. 즉, qDVC 방법이 기

존의 방법보다 ‘살아있는 세균’을 검출하는 데에 더 유용함이 확

인되었다. 

평판계수법이 자연 생태계에서 ‘살아있는 세균’을 검출하는 데

에 적절하지 못하다는 것은 이미 잘 알려져 있다. 즉, 모든 세균

에게 알맞은 배지 조성이 어렵고, 배양환경이 자연환경을 정확하

게 재현하지 못하다는 등의 이유가 있다(5). 또, CTC 환원법은

전자전달계의 활성을 확인하는 과정에서 다음과 같은 문제가 있

어 정확한 검출이 어렵다. 즉, CTC는 세균의 세포벽을 통과하여

세포내로 들어 가야하며, 세포내 호흡과정을 완전히 거쳐야 하고,

세균의 대사활성도가 매우 활발하여야 CTC formazan이 형성된다

(6). 따라서 CTC 방법의 경우, 전자전달계의 활성이 미약한 경우

전자를 quencher한 CTC formazan이 소량 형성되어 ‘살아있는 세

균’이 관찰이 되지 않는 경우가 있다. 또 다른 이유로 세포 안에

들어온 CTC와 환원된 CTC formazan이 세포 물질 대사를 방해하

는 물질로 작용할 수 있다는 것이다(17). 이러한 이유로 CTC 환

원법에서는 ‘살아있는 세균’을 정확하게 측정할 수 없다. 

qDVC 방법은 세균의 peptidoglycan 생성을 방해하는 원리를

이용하여 측정한다. 이번 연구에서는 Gram 음성균이 많은 호소

수에서는 매우 유용한 방법임이 확인되었다. 앞으로 Gram 양성

균이 분포하는 토양생태계 등에 적용하기 위하여 반드시 사전에

glycine 농도, lysozyme 처리(4) 등 peptidoglycan 형성을 방해하

는 기작과 세포막을 용해하여 물질 투과율을 높이는 방안을 강

구하는 등의 방법을 응용하는 새로운 방법을 개발하여야 한다. 
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ABSTRACT : Application of qDVC Method for Measuring Viable Cells in Lakes

Mi Ree Kim, Eun Young Seo, Seung Ik Choi1, and Tae Seok Ahn* (Dept. of Environmental

Science, Kangwon National Universtiy, Chunchon 200-701, Korea. 1Institute of Environment

Research, Kangwon National University, Chunchon 200-701, Korea) 

For measuring the viable cells in lakes, quantitative direct viable count (qDVC) method is applied. In the qDVC

process, the final concentration of glycine is fixed as 2%. For confirming the effectiveness of qDVC for enu-

merating the viable cells, the viable bacterial numbers were measured by plate count, CTC reduction method

and qDVC method at 5 different lakes. Among these 3 methods, the bacterial numbers by qDVC is 2.4~6.0

times higher than those by the other 2 methods. And by the qDVC method, the viable cells were easily dis-

criminated from dead or dormant cells.


