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Background: There are three kinds of diseases caused by dematiaceous fungi: chromoblastomycosis, 
phaeohyphomycosis, and eumycotic mycetoma. The dematiaceous fungi have been identified and 
classified by morphological, biochemical and physiological tests. Recently molecular analysis has been 
introduced to the field of medical mycology. 

Objective: We investigated the genetic diversity of dematiaceous fungi using random amplified 
polymorphic DNA (RAPD). 

Methods: The dematiaceous fungal strains studied were eight clinical isolates of chromoblastomycosis 
and phaeohyphomycosis agents (3 strains of Fonsecaea pedrosoi, 2 strains of Exophiala dermatitidis, 1 
strain of Exophiala jeanselmei, 1 strain of Phialophora verrucosa, 1 strain of Rhinocladiella aquaspersa) 
and 4 standard strains (F. pedrosoi IFM 4889, E. dermatitidis IFM 4828, P. verrucosa IFM 4928, 
R. aquaspersa IFM 4930). Total twelve strains of dematiaceous fungi were cultured on Sabouraud's 
dextrose broth and their DNA were extracted by bead-beating method. 

Results: The optimal condition for PCR was template DNA 0.025 μg and annealing temperature 
39℃. The RAPD analysis using OPA 10 primer (5'-GTGATCGCAG-3') of Operon kit showed different 
patterns among dematiaceous fungi. But one clinical isolate of F. pedrosoi showed intra-specific 
variability. 

Conclusion: The RAPD analysis is considered a rapid and reliable method for identification and 
classification of dematiaceous fungi if the procedure is carefully standardized with adequate primer. 
[Kor J Med Mycol 2003; 8(1): 7-15] 
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서  론 

 
흑색 진균은 dematiaceous fungi, black fungi 또는 

pigmented fungi라고 하며 세포막에 멜라닌 색소 (di-
hydroxynaphthalene melanin)를 가지고 있으며, 열대

지방과 아열대지방에 흔하고 온대지방에서도 발견

된다. 그리고 흑색 진균에 의한 감염증은 색소분아

진균증 (chromoblastomycosis), 흑색진균증 (phaeohy-
phomycosis), 그리고 진균종 (eumycotic mycetoma)이 
있다1~4. 

색소분아진균증은 만성 육아종성 피부질환으로 
1922년 Terra 등5이 처음 명명하였고 조직에 큰 구
형의 두터운 벽을 가지고 분할을 보이는 소위 경화

세포 (sclerotic cell)가 보이며, 그 원인균으로 Fonse-
caea (F.) pedrosoi가 가장 흔하고 그 외 Phialophora 
(P.) verrucosa, Cladosporium carrionii, F. compacta, 
Rhinocladiella (R.) aquaspersa 등이 있다1,2,6,7. 국내에

서 분리된 균종은 F. pedrosoi8~11, P. verrucosa12, R. 
aquaspersa13 3종 뿐이다. 

흑색진균증은 1974년 Ajello 등14이 처음 명명하였

고 피하 및 전신감염을 일으키며 조직내에 갈색균

사, 연쇄상의 포자를 보이나 색소분아진균증에서와 
같은 경화세포는 나타나지 않는다1~4. 흑색진균증의 
원인균으로는 57균속 104균종이 알려져 있으며, 이
중 피하감염의 원인균으로는 Exophiala (E.) species 
및 Phialophora species가 흔하다고 하며2, 이중 E. je-
anselmei가 가장 흔한 원인균이며1,2,4, 그 외 E. der-
matitidis, P. verrucosa, F. pedrosoi, Cladophialophora 
(Xylohypha) bantiana 등이 있다1,2. 국내에서 분리된 
균종은 E. jeanselmei15,16, E. dermatitidis17,18, Drechslera 
dematioidea19, Phoma species20 4종이다. 색소분아진

균증과 흑색진균증의 차이는 임상 양상, 조직에서 
균의 형태, 그리고 드물게 원인균의 분류에 의해 구
별되지만21, F. pedrosoi나 P. verrucosa와 같은 균종은 
2가지 질환 모두 일으키므로 균종만으로 감별이 어
려운 경우도 있다4. 일반적으로 흑색 진균의 동정은 
포자의 양상, 생화학 및 생리적 검사에 의해 이루어

져 왔다1~3. 
최근에 분자생물학적 분석이 흑색 진균에도 적용

되어 균주의 분류 및 동정에 이용되고 있다22~36. 흑

색 진균의 분류 및 동정에 대한 분자생물학적 연구

로는 중합효소 연쇄반응 (polymerase chain reaction, 
PCR)-ribotyping법22~25, ribosomal DNA (rDNA) 염기

서열 분석법 (sequencing)26~28, 미토콘드리아 DNA 제
한효소 절편길이 다형성 (restriction fragment length 
polymorphism, RFLP)법29~31, Random amplified poly-
morphic DNA (RAPD)법32,33, chitin synthase 유전자의 
염기서열 분석법34~36 등이 있다. 

이에 저자들은 RAPD법을 이용하여 국내 색소분

아진균증 및 흑색진균증 환자에서 분리된 흑색 진
균 균종 및 균주간의 다양성에 대해서 조사하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 재 료 

국내 색소분아진균증 및 흑색진균증으로 확진된 
환자 8명에서 분리된 흑색 진균 5균종 8주 (F. pedro-
soi 3주, E. jeanselmei 1주, E. dermatitidis 2주, P. verru-
cosa 1주, R. aquaspersa 1주)와 표준 균주로 일본 지
바대학교 진균연구소에서 분양받은 흑색 진균 4균
종 4주 (F. pedrosoi IFM 4889, E. dermatitidis IFM 4828, 
P. verrucosa IFM 4928, R. aquaspersa IFM 4930)를 포
함하여 총 12주를 대상으로 하였다 (Table 1). 임상 
분리균주의 동정은 진균의 육안적 형태, 현미경 소
견, 당대사 실험 (sugar assimilation test) 및 온도 내성 
검사 (heat tolerance test)로 하였다. 

2. 방 법 

1) 균 배양 

흑색 진균은 삼각 플라스크에 250 ml의 Sabouraud 
액체배지에 접종하여 25℃에서 2~4주간 진탕 배양

하였다. 
2) DNA 분리 (DNA extraction) 

흑색 진균에서 DNA의 분리는 glass bead를 이용하

여 추출하였다. 균사를 채취하여 1.5 ml 튜브에 옮겨 
담은 후 cornical grinder를 이용하여 grinding 하였다. 
여기에 0.5 mm glass bead와 phenol : chlorform : iso-
amylalcohol (25 : 24 : 1)을 섞은 후 Mini-bead-beater 
(Bio-spec Products, Bartlesvile, USA)로 5분간 beating
을 하였다. 실온에서 10분간 원심분리 후 상층을 분
리하여, 0.1배 용적의 3 M sodium acetate와 2.5배 용
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적의 무수알콜 (100% alcohol)을 가하고 -20℃에서 
12시간 방치하였다. 30분 정도 4℃, 10000 rpm으로 
원심분리 후 상층액을 버리고 침전된 pellet을 건조

시켰다. 그리고나서 건조된 pellet에 적당한 양의 멸
균된 3차 증류수를 가하여 50℃에서 15분간 용해시

키고 이를 -20℃에 보관하였다. DNA 분리 후 spec-
trophotometer (Beckman DU®530, Beckman Instruments, 
Inc. Fullerton, CA, USA)를 이용하여 DNA의 농도와 
순도를 측정하였다. 

3) Random amplified polymorphic DNA (RA- 

PD)  

PCR 반응 조건으로 최적의 반응을 나타내는 주
형 (Template) DNA의 농도를 찾기 위하여 7종류의 
농도로 각각 희석하여 설정 (0.0015~0.1 μg/μl) 하였

다. 10X reaction buffer (Promega) 5 μl, 25 mM MgCl2 3 
μl, 10 mM dNTP 1 μl, Taq polymerase (Promega, 5 U/μl) 
0.75 μl, primer 320 ng, 진균 DNA 용액 (주형 DNA) 
0.0015~0.1 μg/μl 등을 포함한 반응 혼합물이 총 50 
μl이 되도록 하여 PCR을 시행하였다. 적합한 ran-
dom primer 선정을 위한 예비 실험에서 Caligiorne 
등33의 보고에 따라 Operon kit의 OPA 1, 2, 3, 4, 7, 8, 
9, 10, 13, 16을 사용하여 PCR을 시행하였으며, 이중 

OPA 10 (5'-GTGATCGCAG-3')을 사용할 때 모든 균
주에서 명확한 band를 나타내어 primer로 선정하였

다. 반응 조건은 1차로 94℃에서 3분간 denaturation
을 한 후, 2차로 denaturation 94℃ 30초; annealing 35~ 

50℃ 30초; extension 72℃ 30초의 반응 횟수를 35회 
반복한 후 마지막에 72℃에서 10분간 extension을 시
행하였다. 최적의 반응을 나타내는 annealing 온도를 
찾기 위하여 8종류의 annealing 온도를 설정 (35℃; 
37.5℃; 39℃; 41℃; 44℃; 46℃; 48℃; 50℃)하여 반응

을 실행하였다. 전기영동은 1.5% agarose gel을 이용

하였고 120 V에서 1시간 30분간 시행하였다. 
Size marker로 φX174 DNA를 제한효소 Hae III로 

절단한 것을 사용하였고 결과는 AlphaImagerTM (So-
ny Electronics Inc Park Ridge, NJ, USA)를 이용하여 
촬영하였고, AlphaImager software를 이용하여 band
의 크기와 pattern을 비교하였다. 

 
결  과 

1. PCR 최적 조건 확립 

분리한 주형 DNA의 농도를 0.1 μg, 0.05 μg, 0.025 
μg, 0.0125 μg, 0.006 μg, 0.003 μg, 0.0015 μg으로 변화

Table 1. List of dematiaceous fungal strains studied 

Strain No. Species Original code Source Locality 

 1 F. pedrosoi IFM 4889 Human chromoblastomycosis Japan 

 2 F. pedrosoi - Human chromoblastomycosis Kyongju 

 3 F. pedrosoi - Human chromoblastomycosis Chilgok 

 4 F. pedrosoi - Human chromoblastomycosis Chinju 

 5 E. jeanselmei - Human phaeohyphomycosis Taegu 

 6 E. dermatitidis IFM 4828 Human Japan 

 7 E. dermatitidis - Human phaeohyphomycosis Taegu 

 8 E (W ). dermatitidis - Human phaeohyphomycosis Kwangju 

 9 P. verrucosa IFM 4928 Human phaeohyphomycosis Japan 

10 P. verrucosa - Human chromoblastomycosis Seoul 

11 R. aquaspersa IFM 4930 Human Japan 

12 R. aquaspersa - Human chromoblastomycosis Taegu 

F : Fonsecaea, E : Exophiala, W : Wangiella, P : Phialophora, R : Rhinocladiella 
IFM : Research Center for Pathogenic Fungi and Microbiol Toxicoses, Chiba University, Japan 
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를 시켜 PCR을 시행한 결과 0.006 μg 이하에서의 
주형 DNA 농도에서는 band가 희미하거나 반응산물

이 나타나지 않았으나 0.0125 μg 이상의 농도에서는 
선명하고 동일한 band 양상을 나타내어 주형 DNA
의 농도를 0.025 μg으로 하였다 (Fig. 1). 

Annealing 온도를 35℃, 37.5℃, 39℃, 41℃, 44℃, 
46℃, 48℃, 50℃로 변화를 시켜 PCR을 시행한 결과 
46℃ 이상에서는 band의 수가 많고 희미하게 나타

났으나 44℃ 이하에서는 동일한 band 양상을 볼 수 
있었으며 39℃에서 band가 선명하여 비교적 좋은 결
과를 얻을 수 있어서 annealing 온도를 39℃로 하였

다 (Fig. 2). 

2. 표준 균주 및 임상 분리주의 RAPD 분석  

표준 균주와 임상 분리주를 포함한 흑색 진균 5균
종 12주의 genomic DNA를 OPA 10 primer로 RAPD
를 실시한 결과 각 균주간에 특이한 band 양상을 
보여 각 균주간의 동정이 가능하였으나 F. pedrosoi 
4균주 중 임상 분리주인 칠곡균주만 표준 균주와 다
르게 6개의 band 중 3개만 나타내어 band 양상의 
차이가 심하였고 P. verrucosa 및 R. aquaspersa의 표
준 균주와 임상 분리주 사이에 band 양상에 각각 2 

Fig. 2. Effect of the annealing temperature on RAPD
using the primer OPA 10 on template DNA 0.025 μg
concentration of F. pedrosoi (strain No. 2). Lanes: 1,
35℃; 2, 37.5℃; 3, 39℃; 4, 41℃; 5, 44℃; 6, 46℃; 7,
48℃; 8, 50℃. 

Fig. 1. Effect of the template DNA concentration of
F. pedrosoi (strain No. 2) on RAPD using the primer
OPA 10 at annealing temperature 39℃. Lanes: 1, 0.1
μg; 2, 0.05 μg; 3, 0.025 μg; 4, 0.0125 μg; 5, 0.006 μg;
6, 0.003 μg; 7, 0.0015 μg. 

Fig. 3. Gel image showing RAPD products obtained by amplification of 25 ng of DNA using the primer OPA 10.
Lanes: 1, F. pedrosoi IFM 4889; 2~4, clinical isolates of F. pedrosoi; 5, E. jeanselmei; 6, E. dermatitidis IFM 4828; 7, 8,
clinical isolates of E. dermatitidis; 9, P. verrucosa IFM 4928; 10, clinical isolate of P. verrucosa; 11, R. aquaspersa IFM
4930; 12, clinical isolate of R. aquaspersa. 
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band만 조금 다르게 나타나서 약간의 차이를 보였

다 (Table 2, Fig. 3). 
 

고  찰 
  
흑색 진균은 토양, 부패된 식물 또는 나무에 사는 

부패균 (saprophyte)이며 보통 피부에 외상을 통해 
체내에 침범한다1~4. 흑색 진균에 의한 감염증 중 색
소분아진균증은 조직에서 경화세포가 특징적이며 
임상적으로 주로 피부병소로 사마귀양 결절로 나타

나며 드물게 림프절, 뇌 기타 내부장기에도 전파되

는 수가 있다1,2. 그리고 흑색진균증은 흑색진균류에 
의한 심재성 진균증 중 조직내 흑색균사를 형성하

고 경화세포를 볼 수 없는 병형이며 색소분아진균

증과 진균종을 제외한 나머지 것을 모두 말하며14, 
McGinnis4는 표재형, 피부 및 각막형, 피하형, 전신

형으로 임상 병형을 나누어 광범위한 질환으로 간
주되고 있다. 현재까지 국내 환자에서 분리된 흑색 
진균은 F. pedrosoi 4주8~11, E. jeanselmei 2주15,16, E. 
dermatitidis 2주17,18, P. verrucosa 1주12, R. aquaspersa 1
주13, Drechslera dematioidea 1주19, Phoma species 1주20

로 7균종 12주 뿐이다. 
흑색 진균의 분류 및 동정은 배양 균집락의 육안

적 관찰, 포자의 광학 및 전자현미경적 관찰, 당대

사 실험, 온도 및 염분 (salt) 내성 검사, 효소분해 검
사 등의 생화학 및 생리적 검사로 이루어져 왔으며
1~3, 최근 몇 가지 분자생물학적 접근이 흑색 진균에 
보완적으로 시도되고 있다22~36. 첫째, 미토콘드리아 
DNA RFLP법을 이용한 흑색 진균의 연구는 일본에

서 주로 시도되고 있는데 1990년 Kawasaki 등29이 E. 
jeanselmei와 E. dermatitidis의 균주간 동정과 다양성

을 보고한 이후 1997년 Yamagishi 등30은 P. verrucosa, 
그리고 1999년 Kawasaki 등31은 F. pedrosoi에 대한 
연구가 보고되었다. 둘째, 진균핵내의 rDNA 염기

서열 분석법을 이용한 흑색 진균의 연구는 1995년 
Spatafora 등27이 small subunit (SSU) rDNA 부위, Mas-
claux 등26은 Cladosporium 균종의 large subunit rDNA 
부위를, 그리고 1998년 Uijthof 등28은 E. dermatitidis
에서 18 S 및 5.8 S rDNA 사이에 위치한 internal tran-
scribed spacer (ITS) 1 부위를 염기서열 분석하였다. 
셋째, 많은 진균의 세포벽을 구성하는 섬유성 cellu-
lose-like 다당류 (polysaccharide)인 chitin에 대한 chi-
tin synthase 유전자의 염기서열 분석법을 이용한 흑
색 진균의 연구는 1995년 Peng 등34은 P. verrucosa, 
1996년 Karuppayil 등35은 F. pedrosoi, 그리고 2000년 
Wang 등36은 E. dermatitidis에 대한 연구가 보고되

Table 2. DNA bands (bp) by RAPD analysis with primer OPA 10 

Strains Species DNA bands with OPA 10 (5'-GTGATCGCAG-3') 

 1 F. pedrosoi 1430, 1200, 1060, 810, 580, 510 

 2 F. pedrosoi 1400, 1200, 1060, 830, 580, 510 

 3 F. pedrosoi 1040, 835, 580 

 4 F. pedrosoi 1460, 1250, 1060, 850, 590, 510 

 5 E. jeanselmei 1600, 1325, 1200, 1040, 540, 380 

 6 E. dermatitidis 1015, 640, 450, 280, 120 

 7 E. dermatitidis 965, 450, 280, 120 

 8 E. dermatitidis 1650, 1200, 990, 670, 490, 140, 110 

 9 P. verrucosa 1610, 880, 720, 550, 310, 230, 140 

10 P. verrucosa 1260, 850, 550, 310, 230, 130 

11 R. aquaspersa 1145, 910, 795, 540, 125 

12 R. aquaspersa 1200, 965, 475, 315, 120 

F : Fonsecaea, E : Exophiala, P : Phialophora, R : Rhinocladiella 
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었다. 넷째, RAPD법을 이용한 흑색 진균의 연구는 
1994년 Uijthof 등32이 E. dermatitidis, 그리고 1999년 
Caligiorne 등33이 흑색 진균에 대한 연구가 보고되었

다. 다섯째, 진균핵내의 rDNA 부위를 PCR로 증폭

하여 RFLP를 시행하는 PCR-ribotyping법을 이용한 
흑색 진균의 연구는 1995년 Uijthof와 De Hoog22는 
Exophiala 균종, Yan 등23은 Phialophora 균종, Attili 
등24은 Fonsecaea 균종, 그리고 Caligiorne 등25은 흑
색 진균에 대한 연구가 보고되었다. 

RAPD법은 Arbitrarily primed PCR이라고도 하며 
사전에 염기서열 등의 유전정보를 알지 못하는 경
우 특이하지 않은 random primer에 의해 신속하고 
쉽게 유전적 동일성을 관찰할 수 있는 간편한 방법

이나 반응 조건에 따라 결과가 달라지는 단점이 있
다37~39. 본 실험에서는 PCR 최적 조건 확립을 위하

여 분리된 주형 DNA 농도 및 annealing 온도를 변화

시켜 PCR을 시행한 결과 주형 DNA 농도는 0.025 
μg, annealing 온도는 39℃일 때 비교적 좋은 결과를 
얻을 수 있었다. 1990년 Williams 등40이 사람, 식물 
및 세균의 DNA에 처음으로 RAPD법을 적용한 이
후 진균에서도 많은 방법이 개발되었다32,33,41~45. 국
내에서도 백선균37,39,46과 Candida 균종38에 대한 보
고가 있으나 흑색 진균에 대한 RAPD 분석의 보고

는 아직 없다. 
본 실험에서는 국내 색소분아진균증 및 흑색진

균증 환자에서 분리된 흑색 진균의 genomic DNA를 
OPA 10 primer로 RAPD법을 이용하여 균주간의 다
양성을 조사한 결과 각 균주간에 특이한 band 양상

을 보여 Caligiorne 등33과 거의 일치하였으나 F. ped-
rosoi 4균주 중 임상 분리주인 칠곡균주만 표준 균
주와 다르게 band 양상의 차이가 심하였고, P. verru-
cosa 및 R. aquaspersa의 표준 균주와 임상 분리주 
사이에 band 양상에 약간의 차이를 보였다. F. pedro-
soi 칠곡균주는 반복적 실험에서도 표준 균주의 6개 
band 중 3개만 나타내어 F. pedrosoi의 균주간의 다양

성 (polymorphism)으로 생각되며 향후 더 많은 분자

생물학적 기법을 이용한 분석이 필요할 것으로 생각

된다. 그리고 Exophiala dermatitidis는 Wangiella der-
matitidis라고도 불리어지는데17,32,36 본 실험에서도 
분자생물학적으로 동일한 band 양상을 보였다. 

 
결  론 

 
흑색 진균 (dematiaceous fungi)의 분류 및 동정은 

포자의 양상, 생화학 및 생리적 검사에 의해 이루

어져 왔으나 최근 분자생물학적 분석들이 보완적으

로 사용되고 있다. 이에 저자는 국내 색소분아진균

증 (chromoblastomycosis) 및 흑색진균증 (phaeohyph-
omycosis) 환자에서 분리된 흑색 진균 5균종 8주 (F. 
pedrosoi 3주, E. jeanselmei 1주, E. dermatitidis 2주, P. 
verrucosa 1주, R. aquaspersa 1주)와 표준 균주로 일본 
지바대학교의 흑색 진균 4균종 4주 (F. pedrosoi 4889, 
E. dermatitidis IFM 4828, P. verrucosa IFM 4928, R. 
aquaspersa IFM 4930)를 포함하여 총 12주를 대상으

로 하여 Sabouraud 액체배지에 25℃에서 2~4주간 
진탕 배양한 후 glass bead법으로 진균 DNA를 분리

하여 Operon kit의 OPA 10 primer (5'-GTGATCGCAG- 
3')를 사용하여 random amplified polymorphic DNA 
(RAPD)를 시행하여 흑색 진균 균종간의 다양성에 
대해서 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. PCR 최적 조건 확립 

분리된 주형 DNA의 농도 및 annealing 온도를 변
화시켜 PCR을 시행한 결과 주형 DNA 농도는 0.025 
μg, annealing 온도는 39℃일 때 비교적 좋은 결과를 
얻을 수 있었다. 

2. 표준 균주 및 임상 분리주의 RAPD 분석 

표준 균주와 임상 분리주를 포함한 흑색 진균 5균
종 12주의 genomic DNA를 OPA 10 primer로 RAPD를 
실시한 결과 각 균주간에 특이한 band 양상을 보여 
각 균주간의 동정이 가능하였으나 F. pedrosoi 4균주 
중 임상 분리주인 칠곡균주만 표준 균주와 다르게 
band 양상의 차이가 심하였고 P. verrucosa 및 R. aqu-
aspersa의 표준 균주와 임상 분리주 사이에 band 양
상에 약간의 차이를 보였다. 이상으로 흑색 진균에

서 적절한 primer에 의한 RAPD 분석은 신속하고 
간편하며 균주간의 동정에 유용하였다. 
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