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Edwardsiella tarda extracellular products (ECPs)의 인위 투여에 따른 넙치,
Paralichthys olivaceus의 생체 반응
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국립수산과학원 병리연구팀, 부경대학교 수산생명의학과

Effect of extracellular products (ECPs) of Edwardsiella tarda 
on olive flounder, Paralichthys olivaceus

Deok-Chan Lee†, Yi-Cheong Kim, Jin-Woo Kim and Soo-Il Park
Pathology Team, National Fisheries Research and Development Institute, Busan 619-902, Korea 

Department of Aquatic Life Medicine, Pukyong National University, Busan 608-737, Korea

The effect of extracellular products (ECPs) prepared from highly virulent Edwardsiella tarda PoKF-
000623 on the physiological and the immunological function in the olive flounder, Paralichthys olivaceus
was evaluated. The virulence of ECPs on the fish, 5.6 g of average body weight was detected 0.714 ㎍ g
fish-1 as 96 h-LD50 by intraperitonial injection. After intramuscularly injected with 0, 4 and 40 ㎍ ECPs fish-1

to fish average sized 59.1 g of body weight, the fish were measured the glucose and total protein concentra-
tion in sera, and immune activity of kidney macrophage. The fish injected with 40 ㎍ protein fish-1 showed a
significant increase in the glucose and total protein concentration in sera. But, the fish were changed in cel-
lular immune response as lowed chemiluminescence response and bactericidal activity of head kidney
macrophage. These results were suggested that ECPs of E. tarda could be effect on the physiological and
the immunological factors, especially in the function of kidney macrophage concerning to edwardsiellosis
infection. 

Key words: Edwardsiella tarda, Extracellular products, ECPs, Paralichthys olivaceus, Glucose, Total pro-
tein, Chemiluminescence response, Bactericidal activity 

감염성 병원체의 발병 기구를 밝히는 것은 어

의학적으로 매우 중요한 일이다. 우리나라에서

넙치 양식에 있어서 큰 피해를 입히고 있는 어

류 병원체 중의 하나인 Edwardsiella tarda의 발

병 기구에 대해서는 분명하지 않은 점이 많다.

그 중에서도 이 병원균이 생성하는 toxins에 대

한 연구 보고는 토끼에 대한 dermatotoxin (Ullah

and Arai, 1983a, b)과 hemolysin (Kusuda and

Kitadai, 1993; Watson and White, 1979) 등에 대한

것이 단편적으로 알려져 있을 뿐이다. 정제된 E.

tarda ECPs는 토끼에 dermatotoxin으로 작용하

며, 이 성분은 80℃이상, acid 및 alkaline에서 불

활화가 된다 (Ullah and Arai, 1983a). 그리고 E.

tarda의 ECPs에는 hemolysin (Watson and White,

1979; Janda and Abbot, 1993; Hirono et al., 1998)

과 약 37 kDa의 물질이 독성과 관련이 있는 것

으로 보고되었으며 (Suprapto et al., 1996), 이 물

질이 gycolytic pathway에 관계하는 glyceralde-

hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)로 추

정하는 정도 (Kawai et al., 2004)에 불과하다. 
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본 연구에서는 E. tarda가 생성하는 ECPs를

넙치에 투여하 을 때 넙치가 반응하는 다양한

생체지표들과 면역계의 동태를 조사하여 E.

tarda의 감염에서 ECPs의 역할과 향을 밝히

고자 하 다. 

재료 및 방법

시험어

시험에 사용한 넙치, Paralichthys olivaceus는

제주도의 양식장에서 구입하여 수온 약 18℃에

서 일주일 이상 순치하 다. E. tarda 균주가 생

성하는 ECPs의 독성 시험을 위한 넙치 (평균 체

중: 5.6±1.4 g)는 50 ℓ plastic tank에 각각 8마리

씩 5개의 시험구에 수용하 으며, ECPs에 대한

생체 반응을 시험하기 위하여 사용된 넙치 (평

균 체중: 59.1±3.1 g)는 3개의 200 ℓfiberglass

tank에 25마리씩 수용하여 실험하 다. 

균주 및 배양 조건

시험 균주인 E. tarda (strain #PoKF-000623)는

2000년 6월에 경북 포항 소재 넙치 양식장의 자

연 감염 개체로부터 분리하여 부경대학교 어병

예방학실험실에서 -70℃에 보관하 던 것이다.

Tryptic soy agar (TSA, Difco; 최종 염분 농도

1.5%)에 배양한 후 순수 배양 상태, 생화학적 성

상 및 혈청학적 성상을 재확인하 으며, 넙치에

어체 통과 과정을 2회 실시한 후 실험에 사용하

다. 예비 시험에서 이 균주의 96 hr-LD50이

102.50 cfu fish-1 로 매우 강한 독성을 가진 균주임

을 확인하 다. 

ECPs 의 분리 및 정제

시험균의 ECPs 추출은 Austin et al. (1998)의

cellophane overlay 방법을 사용하 다. 멸균 (121

℃, 15 lb, 15 min)된 cellophane membrane을 TSA

평판배지 위에 깔고, Tryptic Soy Broth (TSB,

Difco)에 24시간 동안 전배양된 세균 배양액

200 ㎕를 멸균된 유리삼각봉으로 도말하 다. 도

말한 TSA 배지를 27℃에서 48시간 배양한 후

cellophane overlay를 새로운 petridish에 옮기고

평판배지 1장 당 0.1M phosphate buffer solution

(PBS, pH 7.2) 1 ㎖로 세척하여 세균 부유액으로

모았다. 이를 12,000×g (4℃)에서 15분간 원심

분리한 후, 상징액은 0.45 및 0.2 ㎛ pore size의

syringe filter (Corning Inc., Germany)에 차례로

여과하 다. 준비된 ECPs의 단백질 농도는

bovine serum albumin (BSA, Sigma Chemical Co.,

USA)을 standard로 하여 Bradford 법 (1976)으로

측정하고, -20℃에서 보관하면서 필요에 따라 해

동하여 사용하 다. 

ECPs virulence assay 

넙치에 대한 정제 E. tarda ECPs의 독성은

Amaro et al. (1992)의 방법으로 확인하 다. 단백

질 농도는 BSA를 표준으로 하여 0, 0.4, 4, 40 및

400 ㎍ ㎖-1인 crude ECPs solution을 제조하 다.

각 농도로 준비된 ECPs solution을 평균 체중이

5.6 g인 각 시험구별 8마리의 시험어에 100 ㎕

fish-1를 근육 주사하여 최종 주사 농도가 0,

0.00714, 0.0714, 0.714 및 7.14 ㎍ g fish-1가 되게

하 고, 주사 후 14일간 폐사를 관찰하 다. 폐

사한 어류는 아가미와 표피에서의 기생충 검사

와 간, 비장 및 신장으로부터 세균 배양 검사를

통하여 폐사에 따른 원인을 확인하 다. 

ECPs가 넙치의 혈액 성상에 미치는 향

넙치의 E. tarda ECP에 의한 향을 조사하기

위하여 ECPs 투여 후 경과 시간에 따른 혈액 성

상을 조사하 다. 즉, ECPs의 농도는 BSA

(Sigma Chemical Co., USA)를 standard로 하여

400 ㎍ ㎖-1인 crude ECPs를 희석하여 넙치의 복

강에 100 ㎕ fish-1로 주사하고 0, 1, 3, 5 및 7일째

에 아미노안식향산 에틸 50 ppm으로 마취시킨

후 넙치의 미부 정맥으로부터 채혈하여 각종

factors의 측정에 사용하 다. 

이덕찬·김이청·김진우·박수일
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11)) HHeemmaattooccrriitt 치치

넙치의 hematocrit value는 Wedemeyer and Nel-

son (1975)의 방법에 따랐다. 미부 정맥으로부터

채혈하여 hematocrit 치 측정용 유리 tube에 혈액

을 삼투시키고 12,000×g에서 5분간 원심 분리

하 다. hematocrit value는 전체 혈액량에 대한

적혈구의 %로 환산하 다. 

22)) 혈혈청청 내내 성성분분의의 변변화화

①혈청의분리와보존

실험에 사용한 혈청은 각 농도별 ECPs를 주사

한 넙치 4마리로부터 얻었다. 아미노안식향산 에

틸 50 ppm으로 마취시킨 후 미부 정맥으로부터

혈액을 채취하 다. 채취 후 혈액은 1시간 동안

실온에서 방치하고, 4℃에서 2시간 동안 혈병을

수축시킨 후 10,000×g에서 10분간 원심 분리하

여 혈청을 얻었다. 이렇게 분리된 혈청은 -70℃

에 보관하며 필요에 따라 해동하여 실험에 사용

하 다. 

②혈청내성분조사

혈청 내 glucose 농도, AST (aspatate amino-

transferase, GOT)와 ALT (alanine aminotrans-

ferase, GPT) 농도 및 total protein 농도의 변화를

조사하 다. 혈청 중 glucose 량은 효소법을, ALT

와 AST는 Reitman-Frankel 법을, 그리고 total

protein은 Biuret 법으로 혈액성분 검사용 kit (아

산제약)을 사용하여 측정하 다. 

ECPs가 넙치의 면역반응에 미치는 향

11)) LLyyssoozzyymmee aaccttiivviittyy 

혈청의 lysozyme activity 측정은 Lange et al.

(2001)의 방법에 따라 측정하 다. 넙치 혈청

100 ㎕를 phosphate buffer solution (PBS, pH 6.2)

를 이용하여 96 well plate (flat form)에서 2-fold

로 8회 단계 희석하 다. 여기에 PBS (pH 6.2)로

희석한 0.4 ㎎ ㎖-1 Micrococcus lysodeikticus 균액

100 ㎕를 각 well에 첨가하고, 22℃에서 배양한

후 0, 15, 30 및 60분에 흡광도 590 nm에서 측정

하 다. 양성 대조구로는 hen egg lysozyme

(Sigma Chemical Co., USA)을, 음성 대조구로는

PBS를 사용하 으며, 라이소자임 활성의 1unit

는 흡광도 0.001/min을 감소시키는 시료의 양으

로 환산하 다. 

22)) 혈혈청청의의 세세균균 살살해해능능 측측정정

혈청 내 보체에 의한 세균 살해능의 조사는

유 등 (1992)의 방법에 따라 실험하 다. 각 시

료로부터 분리한 신선 혈청은 혈청 분리 후 6시

간 이내에 분석하 으며, 불활성화 혈청은 Sakai

(1981)의 방법에 따라 45℃에서 30분간 가온 처

리하여 4℃에 보관하며 실험에 사용하 다. 각

혈청의 희석은 GVB2+ (Gelatin veronal buffer: VB

200 ㎖, 0.03M CaCl2-2H2O 5 ㎖, MgCl2-6H2O 5 ㎖,

2% gelatin 50 ㎖, DW 740 ㎖, pH 7.4)를 사용하

다. 모든 시료는 GVB2+로 5배 희석한 후 8×106

cfu ㎖-1로 조정된 E. tarda PoKF-000623와 동량

혼합하여 27℃에서 배양하며 0, 1, 3 및 6시간째

에 Miles and Misra (1938)의 방법에 의하여 세균

집락수를 계수하 다. 

33)) CChheemmiilluummiinneesscceennccee ((CCLL)) aassssaayy 

식세포의 CL assay는 Secombes et al. (1990)의

방법에 따라 시행하 다.

①Kidney phagocyte의준비

넙치의 전신을 적출하여 phenol red-free Hank's

Balanced Salt Solution (HBSS; 10 units ㎖-1

heparin, 100 ㎍ ㎖-1 penicillin/100 units ㎖-1 strep-

tomycin 첨가)이 첨가된 소형 petridish 내에서

nylon mash로 마쇄하여 현탁액으로 제조하 다.

이 현탁액을 27-49.5% percoll gradient (Sigma

Chemical Co., USA)를 이용하여 원심 분리 (500

×g, 30min, 4℃)하여 중앙부의 세포층을 분리하

다. 분리한 세포는 phenol red-free HBSS로 3회

세척 (500×g, 5min, 4℃)하고 trypan blue exclu-

sion method (Hudson and Hay, 1989)를 이용하여

1.5×106 cells ㎖-1의 농도로 조정하여 실험에 사

용하 다 (생존율≥95%). 

Edwardsiella tarda extracellular products (ECPs)의 인위 투여에 따른 넙치, Paralichthys olivaceus의 생체 반응
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②Opsonised zymosan

Zymosan 0.02 g을 측정하여 넙치의 신선 혈청

1 ㎖와 20℃에서 25분간 배양하 다. 이것을

2,000×g로 5분간 원심분리하여 혈청을 제거한

후 HBSS를 첨가하여 희석액을 만들었다. 이 희

석액을 다시 원심 분리하여 상층을 제거하고,

HBSS 용액을 첨가하여 총량을 10 ㎖로 하여 얼

음 안에 보관하면서 실험에 사용하 다. 

③Chemiluminescence assay

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-

dione)은 10 ㎎ ㎖-1 stock solution으로 제작하여

aluminum foil로 wrapping하여 4℃에 보관하면

서 실험에 사용하 으며, working solution은 0.1

㎎ ㎖-1의 농도로 사용하 다. white-adapted 96-

well plate (Packard)에 well 당 1.0×105 cell sus-

pension 100 ㎕, luminol 20 ㎕, opsonised zymosan

80 ㎕를 첨가하고 0.5 초의 노출 시간으로

LuminoCounter (Packard)를 이용하여 CL

response를 측정하 다. 

44)) 식식세세포포의의 bbaacctteerriicciiddaall aaccttiivviittyy 

식세포의 식작용에 의한 세균 살해능의 조사

는 Secombes et al. (1990)의 방법에 따라 시행하

다. 신장 식세포의 분리와 macrophage mono-

layer의 준비는 위의 CL activity 측정에서와 동

일한 방법으로 하 다. E. tarda 균주를 TSB에

배양하여 1×108 bacteria ㎖-1가 되도록 준비하고,

TSB 배지를 이용하여 96-well plate에서 10-fold

로 희석하여 준비하 다. 이것을 다른 96-well

plate에 준비된 macrophage monolayer의 각 well

에 20 ㎕ 씩 3반복으로 첨가하여 가볍게 흔든

후 150×g에서 5분간 원심 분리하여 세균을 식

세포에 부착시켰다. 이 well plate는 18℃에서 2

시간 동안 배양하고 각 well 내의 상징액을 제거

한 후 0.2% Tween 20 (Sigma Chemical Co.) 50㎕

를 첨가하여 macrophage를 파괴하 다. 여기에

TSB 100 ㎕를 첨가하여 18℃에서 16 시간 동안

배양하고 MTT solution (5㎎ ㎖-1 distilled water)

10 ㎕를 첨가하여 15분간 진탕 배양한 후

LuminoCounter (Packard)로 흡광도 600 nm에서

측정하 다 . 

Statistical analysis 

각 실험 결과는 Student's t-test로 분석하 으

며, P<0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 판단하

다. 

결 과

ECP virulence assay 

넙치에 대한 E. tarda ECPs의 독성을 확인한

결과는 Table 1에 나타내었다. 고농도 (40 ㎍ fish-1)

시험구에서는 주사 3일째에 폐사가 발생하기 시

이덕찬·김이청·김진우·박수일

Table 1. Virulence assay of Edwardsiella tarda ECPs to the olive flounder, Paralichthys olivaceus

Injection conc.
No. of Mortality (No. of dead fish) Cumulative 

(㎍ fish-1)
tested Days after Injection mortality

fish 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 (%)

40 8 0 0 1 4 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 100

4 8 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2 1 0 1 0 100

0.4 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 12.5

0.04 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Physical Saline 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

The average weight of tested fish was 5.6 g.
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작하여 1주일 만에 시험어 전 개체가 폐사하

다. 4 ㎍ fish-1 시험구에서는 주사 1주일 째에 폐

사가 시작되어 13일째까지 폐사가 지속되었으

며, 0.4 ㎍ fish-1 에서는 13일째에 1 마리가 폐사

하 다. 그리고 0.04 ㎍ fish-1 주사구 및 대조구에

서는 폐사가 발생하지 않았다. 

Hematocrit 치의 측정

E. tarda ECPs의 투여 시험어에 대한 hemat-

ocrit 치 측정 결과는 Fig. 1에 나타내었다. 4 ㎍

fish-1 의 농도로 주사한 시험구에서의 hematocrit

치는 대조구와 유사한 값을 나타내었으나 40 ㎍

fish-1 의 농도로 주사한 시험구는 주사 후부터

시험 기간 동안 감소하는 상태가 지속되었다.

혈청 내 성분의 검사

11)) GGlluuccoossee 농농도도의의 측측정정

넙치에 E. tarda ECPs를 투여한 후 혈중 glu-

cose 량을 측정한 결과는 Fig. 2에 나타내었다.

Glucose 농도는 대조구 및 저농도 (4 ㎍ fish-1) 시

험구에서는 1주일간 glucose 농도의 변화가 거의

나타나지 않았으나 고농도 (40 ㎍ fish-1) 시험구

에서 3일째부터 급격히 증가하여 7일째까지 유

의적으로 높은 상태가 유지되었다 (P<0.05). 

22)) TToottaall pprrootteeiinn 농농도도의의 측측정정

넙치에 E. tarda ECPs를 다양한 농도로 투여한

후 혈청 내 total protein 량을 조사한 결과는 Fig.

3에 나타내었다. ECPs를 주사하 을 때 주사 5

일째에 4 및 40 ㎍ fish-1의 농도로 주사한 시험구

에서의 total protein 농도가 같은 시기의 대조구

에 비하여 유의적으로 높게 나타났으며

(P<0.05), 40 ㎍ fish-1 시험구에서는 시험 기간 동

안 지속적으로 높게 나타났으며 1주일째에도 대

조구에 대하여 유의성을 나타내었다 (P<0.05). 

Edwardsiella tarda extracellular products (ECPs)의 인위 투여에 따른 넙치, Paralichthys olivaceus의 생체 반응

Fig. 1. Hematocrit value of olive flounder, Paralichthys oli-
vaceus injected intraperitonially with different concentra-
tions of Edwardsiella tarda extracellular products.

Fig. 2. Glucose concentration of olive flounder, Par-
alichthys olivaceus serum injected intraperitonially with
different concentrations of Edwardsiella tarda extracellular
products. The asterisks are significantly different from the
control.

Fig. 3. Total protein concentration of olive flounder, Par-
alichthys olivaceus serum injected intraperitonially with
different concentrations of Edwardsiella tarda extracellular
products. The asterisks are significantly different from the
control.
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33)) AASSTT와와 AALLTT의의 측측정정

넙치에 E. tarda ECPs를 다양한 농도로 주사한

후 혈청 내 AST와 ALT를 조사한 결과는 Fig. 4

에 나타내었다. 모든 시험구에서 실험 기간 동안

유의적 변화는 관찰되지 않았다 (P<0.05). 

ECPs 투여에 따른 면역 반응의 변화

11)) SSeerruumm llyyssoozzyymmee aaccttiivviittyy 

E. tarda ECPs를 주사한 넙치의 혈청 내

lysozyme activity를 조사한 결과는 Fig. 5에 나타

내었다. 모든 시험구에서 실험 기간 동안 대조구

에 비하여 lysozyme 활성의 유의적 차이를 나타

나지 않았다. 

22)) 넙넙치치 혈혈청청의의 bbaacctteerriicciiddaall aaccttiivviittyy 

E. tarda ECPs를 주사한 넙치 혈청의 bacterici-

dal activity를 조사한 결과는 Fig. 6에 나타내었

다. 고농도 및 저농도로 주사된 시험구에서는 주

사 후 1, 3 및 7일째에 불활화한 혈청에 대해서

는 유의적인 차이를 나타내었으나 (p<0.05), 대

조구 넙치의 신선 혈청에 대해서는 유의성 있는

차이를 나타내지 않았다. 

33)) CCLL aaccttiivviittyy

E. tarda ECPs를 주사한 넙치의 CL activity는

Fig. 7에 나타내었다. ECPs가 고농도 (40 ㎍ fish-1)

로 주사된 시험구에서는 주사 후 1, 3 및 7일째

에 대조구에 비하여 CL response가 낮게 나타났

으며 시간이 경과함에 따라 대조구와 유사한 형

태의 반응성을 나타내었다. 또한 저농도로 주사

된 시험구에서는 주사 3일 후 대조구에 비하여

낮게 나타났으나 7일째에는 대조구와 유사한 수

준으로 회복되었다. 

44)) 식식세세포포의의 bbaacctteerriicciiddaall aaccttiivviittyy 

E. tarda ECPs를 다양한 농도로 주사한 넙치로

부터 1, 3 및 7일째에 신장 macrophage를 분리하

여 세균 살해능을 알아본 결과는 Fig. 8에 나타

내었다. ECPs를 근육 주사한 후 3일째의 고농도

시험구에서, 그리고 주사 후 7일째의 고농도 및

저농도 시험구에서 대조구에 비하여 세균 살해

능이 저하되는 것을 알 수 있다 (p<0.05). 

이덕찬·김이청·김진우·박수일

Fig. 4. Aspatate aminotransferase (AST) and Alanine
aminotransferase (ALT) value of olive flounder, Par-
alichthys olivaceus serum injected intraperitonially with
different concentrations of Edwardsiella tarda extracellular
products.

Fig. 5. Lysozyme activity of olive flounder, Paralichthys
olivaceus serum injected intraperitonially with different
concentrations of Edwardsiella tarda extracellular prod-
ucts.
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고 찰

본 연구에서는 E. tarda 균이 생성하는 ECPs를

넙치에 인위적으로 투여하 을 때의 생리학적

그리고 면역학적 향을 조사함으로써 ECPs가

이 균의 감염에 미치는 역할을 알고자 하 다. 

E. tarda ECPs의 최종 주사 농도가 0, 0.00714,

Edwardsiella tarda extracellular products (ECPs)의 인위 투여에 따른 넙치, Paralichthys olivaceus의 생체 반응

Fig. 7. Chemiluminescence response of head kidney
macrophages from olive flounder, Paralichthys olivaceus
injected intraperitonially with different concentrations of
Edwardsiella tarda ECPs. The response assessed on the 1,
3 and 7days after injection of ECPs. 

Fig. 6. Bactericidal activity of serum of olive flounder, Par-
alichthys olivaceus with Edwardsiella tarda ECPs. The
response assessed on the 1, 3 and 7days post-injection of
ECPs. 
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0.0714, 0.714 및 7.14 ㎍ g fish-1 가 되게 평균 체

중 5.6 g 인 넙치에 근육 주사하여 14일간 폐사

를 관찰한 결과 시험어에 대한 ECPs의 96 hr-

LD50 이 약 0.714 ㎍ g fish-1가 되는 것으로 확인

되었다. 또한 ECPs의 주사에 의한 폐사의 형태

가 고농도뿐만 아니라 저농도에서도 지속적으

로 나타나 실험 14일째까지 폐사가 발생하 다.

이러한 결과는 E. tarda ECPs 성분이 넙치에 대

하여 급성적 독성 작용을 하는 것 보다는 장기

적으로 생체 내의 세포나 조직 또는 기관에

향을 미치며, 이로 인한 만성적 독성 작용에 의

하여 폐사가 나타나는 것으로 사료된다.

평균 체중 59.1 g 크기의 넙치에 0, 4 및 40 ㎍

fish-1 농도가 되도록 넙치의 복강에 ECPs를 주

사하 을 때 나타나는 혈액 내 성분과 면역학적

반응을 조사하 다. 이러한 농도의 설정은 ECPs

투여 후 농도에 따른 폐사량을 측정한 결과 약

4 ㎍ fish-1 농도로 넙치의 근육에 주사하 을 때

1주일 후부터 폐사가 시작하 으므로 폐사 전 1

주일 동안 E. tarda ECPs 투여에 의한 생리학적

또는 면역학적 반응이 나타날 것으로 예상하

기 때문이다. 

4 ㎍ fish-1의 농도로 주사한 시험구에서의

hematocrit 치는 대조구와 차이가 없었으나 40 ㎍

fish-1 의 농도로 주사한 시험구는 감소하는 경향

을 나타내었다. 따라서, ECPs가 넙치의 적혈구에

대해서는 그다지 강한 용혈능을 나타내지 않는

것으로 사료된다. 

넙치에 E. tarda ECPs를 투여한 후 혈중 glu-

cose 량을 측정하 을 때, glucose 농도는 대조구

및 저농도 주사 시험구에서는 glucose 농도의 변

화가 거의 나타나지 않았으나 고농도로 주사한

시험구에서는 3일째부터 급격히 증가하여 7일

째까지 유의적으로 높은 상태로 유지되었다

(P<0.05). E. tarda FKC와 LPS를 red sea bream에

투여하 을 때 total protein 농도와 glucose 농도

가 대조구와 차이가 나지 않은 현상 (Salati et

al., 1987)과 비교하면, ECPs의 기능이 FKC와

LPS와는 다른 것으로 사료된다.
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Fig. 8. Bactericidal activity of head kidney macrophages
from olive flounder, Paralichthys olivaceus i.m injected
intraperitonially with different concentration of Edward-
siella tarda ECPs. The response assessed on the 1, 3 and
7days after injection of ECPs. 
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혈청 내 total protein 농도를 조사한 결과, 주사

5일째에 4 및 40 ㎍ fish-1 의 농도로 주사한 시험

구에서 유의적으로 높게 나타났으며 (P<0.05),

40 ㎍ fish-1 의 농도로 주사한 시험구에서는 1 주

일째에도 대조구에 대하여 유의성을 나타내어

total protein 농도의 변화에 E. tarda ECPs가 관여

하는 것으로 판단된다. 또한, ALT와 AST는 혈액

중에 유출되는 대표적인 효소로 세포 손상과 관

련이 있는데 (Molamder et al., 1955; Asada, 1958;

이와 김, 1988), 본 연구에서의 ALT 및 AST의

변화를 조사하 을 때, 실험 기간 동안 유의적

변화는 관찰되지 않았으므로 넙치의 간 손상에

향을 미치지 않는 것으로 생각된다. 따라서 혈

청 내의 total protein 농도의 증가는 간 손상 이

외의 요인과 관계가 있을 것으로 생각되며, 이에

대해서는 추가적인 연구가 필요하다.

넙치에 E. tarda ECPs를 다양한 농도로 투여한

후 혈청 내 lysozyme activity와 혈청의 세균 살

해능을 조사한 결과, 실험 기간 동안 대조구에

대하여 유의적 차이를 나타내지 않았다. 그리고

어류의 혈청 내 보체가 병원체에 대한 어류의

생체 방어에서 중요한 역할을 하지만 (Iida and

Wakabayashi, 1983; Nakai, 1985; Kanemori et al.,

1987), 본 연구의 결과 E. tarda ECPs의 투여는

넙치 혈청 내의 보체 성분 활성에 향을 미치

지 않는 것으로 사료된다. 

신장 macrophage를 분리하여 활성산소 생성

능력 (CL activity)과 세균 살해능을 조사한 결

과, E. tarda ECPs의 투여가 넙치 식세포의 반응

에 향을 미치는 것으로 판단되었다. 즉 고농도

로 주사된 시험구에서는 주사 후 3일 및 7일째

에 신장 식세포의 세균 살해능이 감소하며 저농

도 주사 시험구에서도 주사 7일째에 세균 살해

능이 감소하 다. 또한 E. tarda ECPs를 고농도

로 주사 후 1일 및 3일째에 CL response가 낮게

나타났으며, 저농도로 주사된 시험구에서는 주

사 3일 후 대조구에 비하여 낮게 나타났으나 7

일째에는 대조구와 유사한 수준으로 회복되었

다. 이러한 현상은 Renibacterium salmoninarum

(Densemore et al., 1998), Aeromonas hydrophilla

(Kanai and Takagi, 1986) 및 Vibrio pelagius (Vil-

lamil et al., 2003) 등이 생성하는 ECPs에 의하여

나타나는 반응과 유사한데, E. tarda ECPs도 넙

치 macrophage의 식작용과 이물질 제거 능력을

약화시키는데 관여하는 것으로 사료된다. 

요 약

본 연구는 강독성 균주인 E. tarda PoKF-

000623가 생산하는 세포외생성물 (ECPs)을 넙

치에 투여되었을 때 나타나는 생리학적 및 면역

학적 향을 조사하고자 하 다. 

E. tarda PoKF-000623 균주가 생성하는 ECPs

의 넙치 (평균체중: 5.6 g)에 대한 96 hr-LD50 은

약 0.714 ㎍ g fish-1 이었으며, ECPs의 주사에 의

한 폐사는 고농도 (40 ㎍ fish-1) 뿐만 아니라 저

농도 (4 ㎍ fish-1)에서도 지속적으로 발생하 다. 

평균 체중 59.1 g 크기의 넙치에 각각 0, 4 and

40 ㎍ ECPs fish-1 의 농도로 근육 주사한 후, 혈

청 중 glucose 농도와 total protein 농도 및 신장

식세포의 활성을 조사하 다. 그 결과 고농도의

ECPs 주사 시험구의 넙치에서 혈중 glucose 농

도와 total protein 농도가 대조구에 비하여 유의

적으로 높게 나타났다. 그러나 세포성 면역 기구

인 신장 식세포의 CL 반응과 세균 살해능은 대

조구에 비하여 유의적으로 저하되었다. 

따라서 넙치에 고농도의 E. tarda ECPs를 투여

하면 생체 지표의 일부에 향을 미치는 것으로

확인되었고 면역 활성, 특히 신장 식세포 활성의

억제가 edwardsielosis의 발병에 향을 미치는

것으로 사료된다. 
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