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넙치 양식에 피해를 주는 세균성 질병으로 여

러 가지가 보고되고 있으며, 그 중 Vibrio 속 세

균의 감염에 의한 피해도 증가하고 있다. 

비브리오병을 일으키는 원인균으로는 V. anguil-

larum(Ransom et al., 1984), V. alginolyticus(Akaza-

wa, 1968), V. parahaemolyticus, V. ordalii (Schiewe et

al., 1981), V. vulnificus(Tison et al., 1982), V.

damsela(Love et al., 1981), V. harveyi(Grimes et al.,

1984), V. salmonicida(Egidius et al., 1986), V. splen-

didus, V. pelagius(Lupiani et al., 1989) 및 V. tubi-

ashi(Lodieros et al., 1987) 등이 보고되었다. 이 중

V. damsela는 Photobacterium damselae subsp.

damselae로 재분류되었으나(Trüper and De'Clari,

1997), 일반적으로 P. damselae subsp. damselae의

감염에 의한 질병도 비브리오병으로 분류되고

있다(Austin and Austin, 1999).

Photobacterium damselae subsp. damselae(이하

P. damselae)는 damselfish, Chromis punctipinnis

에서 처음으로 보고되었으며(Love et al., 1981),

청백돌고래, Tursiops truncatus(Fujioka et al.,

1988), 방어, Seriola quinqueradiata(Sakata et al.,

1989), 감성돔, Sparus aurata(Vera et al., 1991) 및
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터봇, Scophthalmus maximus(Fouz et al., 1992)에

서 질병을 일으켰다는 보고가 있지만, 아직 양식

넙치, Paralichthys olivaceus에 한 감염 피해는

알려져 있지 않다. 

P. damselae에 감염된 병어의 외부 증상은

damselfish에서 직경 2 ㎝ 정도의 궤양이 가슴지

느러미와 꼬리지느러미 부근에서 관찰되었으며

(Love et al., 1981), brown shark, Carcharinhus

plumbeus에서는 무기력, 식욕부진 및 방향 감각

상실 등의 증상을 보여(Grimes et al., 1984), 감염

어종에 따라 증상 및 행동 유 에 차이가 있으

나 넙치에 감염 시 증상에 해서는 아직 보고

되지 않았다.

우리나라 동해안 넙치 양식장의 질병 발생 현

황을 조사한 결과, P. damselae에 감염된 넙치가

빈번히 출현하여 많은 피해를 일으키고 있었으

나, 본 병원체가 넙치에 미치는 향에 한 연구

는 미흡한 실정이었다. 따라서 본 연구는 넙치에

한 P. damselae의 질병인자로서의 인과관계를

밝히고, 유사 증상의 넙치에서 자주 검출되는 어

류 병원체인 Vibrio 속 세균과의 차이를 알아보고

자 P. damselae와 Vibrio 속어병세균의인위감염

을통하여넙치의어병학적특성을조사하 다.

재료및방법

실험어

경상북도 소재 사설 양어장에서 분양받은 넙

치(전장 18.5±1.04 ㎝, 체중 61.1±8.99 g)를

0.5ton 용량의 유수식 사육조에 2주간 순치시킨

후 실험에 사용하 다. 실험 기간 동안 수온은

22±1℃ 유지하면서, 시판되는 넙치용 부상사료

를 1일 3회 투여하 다.

인위감염실험

-70℃에 보존된 시험용 균주는 1.5% NaCl 첨

가 TSB 배지에서 전배양한 후 1.5% NaCl 첨가

TSA 배지에서 25℃, 24시간 배양하 다. 배양된

균은 멸균생리식염수에 1.2×107cfu/㎖로 현탁하

여 넙치에 0.1 ㎖ 씩 복강 주사한 후 폐사율, 혈

액 성상 및 면역학적 활성을 조사하 다.

폐사율

인위 감염 후 매일 누적 폐사율을 조사하고,

폐사어 발생 시 질병 검사를 실시하여 폐사 원

인을 확인하 다.

혈액성상

호호중중구구 수수 변변화화

인위 감염 3일째 혈액 도말 표본을 제작하여

Hemacolor(Merck)로 염색한 후 적혈구 5,000

cell당 호중구 수를 조사하고 호중구는 형태를

기준으로 하여 식작용한 것과 파괴된 것으로 구

분하 다.

Haematocrit 

시험어의 haematocrit 치는 Wedemeyer and

Nelson(1975)의 방법에 따라 heparinized capil-

lary tube(Chase Instrument Co.)에 삼투시킨 후

12,000×g, 5분간 원심 분리하 다. 시험어

haematocrit 치는 전체 혈액량에 한 적혈구의

백분율로 나타내었다.

혈혈액액 생생화화학학적적 성성상상 및및 cortisol 농농도도

인위 감염 후 일정 시간 별로 채혈한 혈액을

이용하여 혈액 생화학적 성상 및 cortisol 농도를

측정하 다. Aspatate aminotransferase(AST,

GOT) 및 alanine aminotransferase(ALT, GPT) 농

도는 혈액자동분석기(Boehringer Mannhein, Ger-

many)를 사용하여 분석하 으며, cortisol 농도는

Lou et al.(1984)의 방법에 따라 Rabbit anti-Corti-

sol-3 -CMO -BSA 항체(Cosmo-Bio Co. Ltd.,

Tokyo, Japan), standard cortisol(Steraloids Inc.,

Wilton, NH, USA) 및 방사선 표지[1,2,6,7-3H]-

Cortisol(Amersham Life Science, England)를 사용

하여 측정하 다. 

혈혈액액 및및 조조직직 중중의의 세세균균수수

혈액 및 조직 중의 세균 수 변화는 Spang-

권문경∙조병열∙박수일116



gaard et al.(2000)에 따라 관찰하 다. 즉, 혈액 중

의 균수는 채혈한 혈액의 100 ㎕를 멸균 phos-

phate buffered saline(PBS: 130mM NaCl, 10mM

NaH2PO4, pH 7.2)에 10-4까지 단계 희석하 다.

조직 중의 균수는 간과 신장의 조직을 1㎤ 정도

되게 무균적으로 채취한 후 각 시료의 10배

(v/w)의 멸균 PBS로 균질화한 다음 10-4까지 단

계 희석하 다. 희석된 혈액 및 장기는 1.5%

NaCl 첨가 TSA(Difco)에 접종하여 25℃, 24시간

배양 후 균수를 조사하 다.

면역학적활성

식식세세포포 활활성성

넙치의 두신을 무균적으로 분리하여 2% fetal

calf serum, 1% penicillin과 streptomycin, 및 0.2%

heparin이 함유된 L-15 medium에서 40 ㎛ nylon

membrane을 통과시킨 세포 현탁액을 27%와

45% percoll에 중층시킨 후 3,000rpm에서 25분

간 원심 분리하여 백혈구를 분리하 다. 분리된

백혈구는 0.1% tryphan blue에서 viability를 관찰

한 후 2×106 cells/㎖의 농도로 조정하여 micro-

culture well에 분주한 다음 20℃에서 2시간 부착

시켰다. 옵소닌화된 zymosan을 nitroblue tetra-

zolium (NBT) 용액에 현탁시킨 후 식세포가 부

착된 microculture well에 NBT 용액을 100 ㎕ 씩

첨가하여 20℃, 30분 동안 반응시킨 다음 100%

methanol로 고정시켰다. 각 well에 2M KOH 용

액 120 ㎕와 dimethyl sulphoxide(DMSO) 140 ㎕

를 첨가한 후 630nm에서 흡광도를 측정하 다.

이 때 blank는 2M KOH와 DMSO의 혼합 용액

을 사용하 다.

혈혈청청의의 라라이이소소자자임임 활활성성

라이소자임 활성은 Parry et al.(1965)의 turbidi-

metric method를 이용하여 측정하 다. 즉,

Micrococcus lysodeikticus 0.2 ㎎/㎖ 현탁액(pH

6.2) 950 ㎕와 혈청 50 ㎕를 혼합하여 25℃, 30초

및 4분 30초간 반응시킨 후 530nm에서 흡광도

를 측정하 다. 라이소자임 활성은 units/㎖로 나

타내었으며, 1unit는 흡광도 값이 0.001/min 감소

한 양을 나타낸다. 

통계처리

시험 결과의 통계 처리는 ANOVA-test를 실시

하여 Duncan's multiple range test (Duncan, 1955)

로 평균간의 유의성을 SPSS Version 10 (SPSS,

Michigan Avenue, Chicago, IL, USA, 1997) pro-

gram을 사용하여 95%수준에서 검정하 다. 

결 과

폐사율

시험 균주인 P. damselae와 vibrio 균의 병원성
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Table 1. Cumulative mortality of olive flounder, Paralichthys olivaceus infected with Photobacterium damselae subsp.
damselae and vibrios (1.2×106cfu/fish) by intraperitoneal injection

Number of 
Mortality (Number of died fish)

Cumulative 
Strain

tested fish
Day after injection

1 2 3 4 5 6 7
mortality(%)

P. damselae 20 1 5 9 1 0 0 0 80

V. anguillarum 20 0 4 6 2 0 0 0 60

V. splendidus 20 0 0 2 2 0 0 0 20

V. harveyi 20 0 0 0 2 2 0 0 20

V. ordalii 20 0 1 1 6 1 0 0 45

Control 20 0 0 0 0 0 0 0 0



을 알아보기 위하여, 시험 균주를 1.2×106

cfu/fish로 복강 주사한 후 일주일간 폐사율을

관찰하 다.

인위 감염 후 폐사율을 조사한 결과는 Table 1

과같다. P. damselae 감염구는폐사율이 80%로가

장높았으며, V. anguillarum은 60%, V. splendidus와

V. harveyi는 20%의낮은폐사율을나타내었다.

혈액성상

호호중중구구 수수 변변화화

시험 균의 감염이 어류의 혈액 성상에 미치는

향을 조사하 다.

호중구수의 변화는 인위 감염 후 혈액 도말

표본을 제작하여 관찰하 다(Table 2). Vibrio 균

과 P. damselae 시험구의 총 호중구 수는 55.3±

3.21~59.6±1.52로 조구 38.6±2.08에 비하여

높은 수치를 나타내었으나 균종에 따른 차이는

보이지 않았다. 그러나 호중구 중 식작용을 한

호중구수는 폐사율이 높았던 P. damselae와 V.

anguillarum에서 낮았으며, 파괴된 호중구는 폐

사율이 높았던 P. damselae에서 33.5±2.89로 가

장 높은 수치를 나타내었다.

혈액생화학적성상및 cortisol 농도

Haematocrit 치의 변화를 조사한 결과는 Fig. 1

과 같다. 감염 후 P. damselae와 V. anguillarum 시

험구에서 haematocrit 치가 떨어지기 시작하여 6

일째까지 지속되었으나 조구와 유의적인 차

이는 보이지 않았다. 두 시험 균종을 제외한

Vibrio균 시험구에서는 1일째 다소 떨어졌으나

이후 회복되는 경향을 나타내었다

Aspatate aminotransferase(AST)와 Alanine

aminotransferase(ALT)활성의 변화를 조사한 결

과는 Fig. 2와 같다. P. damselae와 V. anguillarum

시험구에서는 조구에 비하여 유의적으로 높

게 나타났으며(P<0.05), V. ordalii 시험구에서는

감염 3일째 조구에 비하여 유의적으로 높은

값을 나타낸 후 점차 감소하 다(P>0.05).

P. damselae 와 vibrio 균을 인위 감염 후 혈중

cortisol 농도를 조사한 결과는 Fig. 3과 같다. P.

damselae와 V. anguillarum 시험구는 감염 12시

간째부터 조구에 비하여 유의적으로 높은 값

을 나타내기 시작하여 감염 3일째까지 지속되었

다(P<0.05). V. ordalii 감염구는 감염 12시간째부

터 증가하여 주사 3일째 가장 높은 값을 나타낸

후 6일째 감소하 다.
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Table 2. The state differentiations of neutrophils in the peripheral blood of olive flounder, Paralichthys olivaceus infected
with Photobacterium damselae subsp. damselae and vibrios(1.2×106cfu/fish) by intraperitoneal injection after 3days

Strains
Number of neutrophils in 5,000 RBCs

Total Phagocytized Broken 

P. damselae 59.6±1.52a 15.6±2.73a 33.5±2.89a

V. anguillarum 58.3±8.38a 27.9±6.34a 8.5±5.40b

V. splendidus 56.3±2.51a 38.5±1.89b 3.5±1.47b

V. harveyi 58.3±3.05a 36.5±2.56b 4.9±1.50b

V. ordalii 55.3±3.21a 30.4±5.79b 3.3±2.31b

Control 38.6±2.08b 0 0

Alphabetic superscripts indicate statistic significance among tested groups (P<0.05).



In vivo에서 Photobacterium damselae subsp. damselae와 Vibrio 속 세균의 병원성 비교 119

Fig. 1. Hematocrit levels in the blood of olive flounder,
Paralichthys olivaceus infected with 1.2×106cfu/fish of 
P. damselae subsp. damselae and vibrios by intraperitoe-
neal injection.

Fig. 3. Blood cortisol values in the olive flounder, Par-
alichthys olivaceus infected with 1.2×106cfu/fish of P.
damselae subsp. damselae and vibrios by intraperitoeneal
injection. Alphabetic superscripts indicate statistic signifi-
cance among tested groups(P<0.05). 

Fig. 2. Aspatate aminotransferase(A) and alanine amino-
transferase(B) value in the sera of the olive flounder, Par-
alichthys olivaceus infected with 1.2×106cfu/fish of 
P. damselae subsp. damselae and vibrios by intraperitoe-
neal injection. Alphabetic superscripts indicate statistic sig-
nificance among tested groups(P<0.05).

A)

B)

Fig. 4. Bacterial counts in blood (A) and kidney (B) of the
olive flounder, Paralichthys olivaceus infected with 1.2×
106cfu/fish of P. damselae subsp. damselae and vibrios by
intraperitoeneal injection. Alphabetic superscripts indicate
statistic significance among treatments(P<0.05). 

A)

B)



혈혈액액 및및 조조직직 중중의의 세세균균수수

넙치에 P. damselae와 Vibrio 균을 복강 주사한

후 혈액 및 조직 중의 균수를 조사하 다. 혈액

및 신장 중의 균수를 조사한 결과는 Fig. 4와 같

다. P. damselae 시험구의 혈액 중의 균수는 주사

12시간째부터 증가하여 24시간째 약 1.0×

104cfu/㎖로 가장 높은 수치를 나타낸 후 서서히

감소하 으며, 조구에 비하여 유의적으로 높

은 수치를 나타내었다(P<0.05). P. damselae 균주

를 제외한 다른 시험구에서는 투여 12시간째 가

장 높은 수치를 나타낸 후 24시간째 감소하는

경향을 나타내었으나 조구와 유의적인 차이

는 나타내지 않았다(P>0.05).

P. damselae시험구의 신장 중의 균수는 주사

24시간째 급격히 증가하여 3일째 가장 높은 수

치를 나타낸 후 6일째 감소하 으며, 조구에

비하여 유의적으로 높은 수치를 나타내었다

(P<0.05). V. anguillarum과 V. splendidus 주사구에

서는 주사 3일째 가장 높은 수치를 나타낸 후 6

일째 급격히 감소하는 경향을 나타내었다

(P<0.05).

면역학적활성

식식세세포포 활활성성

넙치에 세균을 복강 주사한 후 두신 식세포의

활성을 NBT 방법으로 조사한 결과는 Fig. 5와

같다. 모든 시험구에서 주사 12시간째부터 24시

간까지는 조구에 비하여 높은 활성을 나타내

었다. P. damselae 시험구에서는 주사 3일째부터

조구에 비하여 낮은 활성을 나타내어 6일째는

조구에 비하여 유의적으로 낮게 나타났으며

(P<0.05), 그 외의 균주는 조구와 비슷한 수준

의 활성을 나타내었다.

혈혈청청의의 라라이이소소자자임임 활활성성

넙치에 세균을 복강 주사 후 혈청 중의 라이

소자임 활성을 조사한 결과는 Fig. 6과 같다. 감

염구는 감염 12시간째부터 조구에 비하여 활

성이 낮아졌으며, 24시간째는 V. anguillarum, V.

ordalii 및 P. damselae의 시험구에서 조구에

비하여 유의적으로 낮은 활성을 나타내었다. 또

한 P. damselae와 V. anguillarum 시험구에서는 주

사 6일째까지 조구에 비하여 유의적으로 낮은

활성을 나타내었다(P<0.05).

고 찰

비브리오병이 어류 질병으로 알려진 초기에는

주로 담수어류에서 V. anguillarum의 감염에 의
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Fig. 5. Nitroblue tetrazolium reduction of head kidney
macrophage in the olive flounder, Paralichthys olivaceus
infected with 1.2×106cfu/fish of P. damselae subsp.
damselae and vibrios by intraperitoeneal injection. Alpha-
betic superscripts indicate statistic significance among test-
ed groups(P<0.05). 

Fig. 6. Lysozyme activities in the sera of the olive flounder,
Paralichthys olivaceus infected with 1.2×106cfu/fish of P.
damselae subsp. damselae and vibrios by intraperitoeneal
injection. Alphabetic superscripts indicate statistic signifi-
cance among tested groups(P<0.05). 



한 질병을 지칭하 으나, 최근에는 넙치를 비롯

한 해수어와 담수어가 Vibrio 속 세균에 감염되

어 패혈증을 일으키는 질병에 한 포괄적인 개

념으로 사용되고 있다. 

본 연구에서 넙치의 P. damselae와 Vibrio균의

감염에 한 어병학적 특성을 밝히고자 각각의

시험균을 넙치에 인위 감염시킨 후 폐사율, 혈액

성상 및 면역 반응 등을 조사하 다. 

생체 방어 반응의 하나로서 인위 감염시킨 넙

치의 적혈구 5,000cells 중에 출현하는 호중구 수

를 관찰한 결과, 모든 시험구에서 조구에 비하

여 유의적으로 높은 수치가 나타나 정상적인 생

체방어 반응 현상을 볼 수 있었다. 그렇지만 식균

식세포수에서는 시험균 종별로 뚜렷한 차이를

볼 수 있었다. 특히 P. damselae 시험구에서는 다

른 시험구의 50% 수준에 불과하 으며, V. anguil-

larum 균 시험구는 그 중간 정도의 수준에 머물

고 있음을 알 수 있다. 한편 파괴된 호중구수는

폐사율이 높았던 P. damselae 에서 가장 높게 나

타났다. 이러한 현상은 P. damselae 균이 다른 시

험균종과 유사한 수준으로 호중구에 식균된 후

살균되지 않고 호중구를 파괴하기 때문에 일어

난 것으로 사료된다. 다만 이 시험 결과가 시험균

주의 복강 주사 후 3일째에 관찰한 것이므로 시

험 시간 간격을 줄여서 이러한 변화 과정을 보다

면 하게 확인할 필요가 있을 것으로 생각된다.

P. damselae는 Vibrio균과 달리 phospholipase-D

(dly) gene이 coding하는 damselysin이라는 세포외

독소를 분비하여 phospholipase 및 haemolytic

activity를 갖고 있는 것으로 알려져 있으며, Fouz

et al. (1993)은본외독소와어류에 한병원성이

깊은 관계가 있다고 하 다. 본 연구에서 P.

damselae로 인위 감염 후 호중구를 관찰한 결과,

식작용 과정 중 손상된 호중구 비율이 Vibrio 감

염구에 비하여 높게 관찰되었으며, 인위 감염 후

혈액과 신장에서 Vibrio 감염구에 비하여 세균 수

치가 높게 나타난 것과 관계가 있을 것으로 생각

된다. 또한 이러한 활성은 높은 용혈능, caseinase,

gelatinase, phospholipase 및 lipase의 활성에 의한

것으로 판단되며(권 등, 2007), 이와 같은 효소 활

성과 용혈능이 병원성 발현에 주요 인자로 작용

하 을것으로사료된다.

혈액 생화학적 검사는 육상동물뿐만 아니라

해양동물에서도 중요한 요소에 해당하며, 동물

의 생리적인 상태를 판단할 수 있는 것으로 알

려져 있다(Chen et al., 2004). 본 연구에서 P.

damselae 감염 시험구는 hematocrit, AST 및 ALT

에서 조구와 유의적인 차이가 나타났다. 무지

개송어에 Aeromonas salmonicida가 감염되면

ALT와 AST는 증가하지만, hematocrit 치는 감소

하는 현상이 나타난다(Barham et al., 1980). Chen

et al.(2004)은 틸라피아에서 모든 급성 손상과

간에 괴사성 병소 형성 시 ALT와 AST가 증가

하며, 간장뿐만 아니라 장 및 체신의 병리조직학

적 병변이 심해짐에 따라 ALT와 AST가 증가한

다고 하여, 본 연구에서도 AST의 증가는 내부

장기의 손상과 관련이 있을 것으로 생각된다.

감염성 질병이 어류의 cortisol 농도에 미치는

향에 하여 여러 가지 질병에서 보고되고 있

다. Bilodeau et al.(2003)은 channel catfish, Ictalu-

rus punctauts에 Edwardsiella ictaluri가 감염되면

병원성이 강한 균주가 약한 균주에 비하여 혈중

cortisol 농도를 높인다고 하여 본 연구에 P.

damselae 시험구에서 높게 나타난 것과 유사한

결과를 나타내었다. 또한, cortisol 농도 증가 시

brown trout(Salmo trutta)는 곰팡이성 질병(Pick-

ering and Duston, 1983)과 세균성 질병(Pickering

and Pottinger, 1989)에 하여, 무지개송어에서는

기생충성 질병에 한 감수성이 높아질 뿐만 아

니라(Woo et al., 1987), 림프구의 기능을 저해한

다고 하 다(Tripp et al., 1987; Espelid et al.,

1996). 본 연구에서는 P. damselae의 감염이 glu-

cose와 cortisol 농도를 증가시켜 면역 억제가 유

도되어 폐사율이 높아지는 것으로 생각된다.

인위 감염 후 혈액 및 장기에서 세균 수를 관

찰한 결과, P. damselae 감염 시험구에서 더 많은

수가 관찰되었다. Saeed(1995)은 V. harveyi를

brown-spotted grouper에 복강과 근육에 주사하
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을 때 복강 주사구에서는 복강의 세균이 직접

또는 macrophage를 통해서 비장과 간장으로 이

동하여 장기 내에 세균 수가 많아지는 것을 추

정하 으며, 본 연구에서도 같은 현상이 일어났

을 것으로 예상된다.

Lysozyme의 활성 시험에서 P. damselae 감염

시험구의 활성이 다른 시험구에 비하여 현저하

게 저하되어 있는 것으로 나타났다. 이러한 현상

은 neutrophil이 lysozyme 분비와 직접적인 연관

성이 있는 점 (Seifert et al., 1990)에서 볼 때, 본

시험균이 지닌 특징적인 독성 작용의 하나로 사

료된다. 

따라서, P. damselae의 높은 용혈능과 phospholi-

pase 활성이 병원성에 관여하 을 것으로 생각되

며, 감염 시 내부 장기의 손상에 의한 ALT와

AST의 상승, cortisol 농도 증가로 인한 면역 기능

저하가 높은 폐사율을 나타낸 것으로 생각된다. 

요 약

넙치 병어에서 Photobacterium damselae subsp.

damselae와 Vibrio spp.(V. anguillarum, V. splen-

didus, V. harveyi and V. ordalii)를 분리한 후 in

vivo에서 병원성을 비교하 다.

분리균을 인위감염 한 결과, 폐사율, 혈청의

ALT, AST, cortisol 농도가 vibrio 감염구에 비하여

P. damselae 감염구에서 높게 나타났다. 또한, P.

damselae 감염구에서 비특이적 면역반응인 식세

포의 nitroblue tetrazolium(NBT) 반응과 혈청의

라이소자임 활성이 유의적으로 낮게 나타났다.

따라서, P. damselae는 특이적 효소인 damse-

lysin의 분비로 높은 용혈능과 phospholipase 활

성, 감염 시 내부 장기의 손상에 의한 ALT와

AST 상승, cortisol 농도의 증가로 인한 면역기능

저하가 높은 병원성을 나타낸 것으로 사료된다.
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