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능성어 (Epinephelus septemfasciatus)는 농어목 

바리과 능성어속에 속하는 고급 해산 양식 품종으

로 알려져 있다. 우리나라에서 능성어 양식은 약 

25년 전부터 실시되어 2017년 443톤, 2018년 292톤
을 생산하였다 (KOSIS, 2020). 하지만 양식 과정 

중에 발생하는 바이러스성신경괴사증 (viral nerv-
ous necrosis, VNN)으로 인해 매년 고수온기 (사육 

수온: 24-26℃)에 대량 폐사가 발생하고 있다 (Kim 
et al., 2012; Kim and Kim, 2015).

경골어류의 항체는 포유류의 항체 [구성: immu-
noglobulin A (IgA), IgD, IgE, IgG 및 IgM]와 달리 

주로 IgM, IgD 및 IgT/IgZ로 구성되어 있으며, 이중 

IgM은 어류의 혈청과 점액에서 가장 많이 존재하

며 병원체의 불활화, 보체 경로의 활성 등의 기능

을 하는 것으로 보고되어 있다 (Wilson and Warr, 
1992; Crowther, 1995; Kaattari and Piganelli, 1996; 
Pilström and Bengtén, 1996; Tort et al., 2003; Zhang 
et al., 2011; Ye et al., 2013; Peter, 2014). 어류의 
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Immunoglobulin M (IgM) of sevenband grouper (Epinephelus septemfasciatus) was purified by 
mannan-binding protein (MBP) affinity column. The purified IgM had an apparent molecular weights 
of 76 (heavy chain) and 28 (light chain) kDa in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE). Eight hybridoma clones secreting monoclonal antibodies (mAbs) against 
sevenband grouper IgM were established. Antibody detection enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) with bovine serum albumin (BSA, antigen) and the 8 mAbs revealed that optical density 
(OD) values were clearly different between sera from BSA-immunization and non-immunization of 
sevenband grouper. These results suggest that the produced mAbs in this study are specifically reacted 
with IgM of sevenband grouper.
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혈액으로부터 IgM을 검출할 수 있다면 백신의 효

능을 평가할 수 있을 뿐만 아니라 병원체에 감염되

지 않은 어류를 선별하거나 병원체에 대한 감염 

이력 등을 확인할 수 있다 (LaPatra, 1996; Watanabe 
et al., 1998; 2000; Kim et al., 2008; Kole et al., 
2019). 하지만 혈액에 존재하는 IgM을 검출하기 위

해서는 IgM을 인식하는 항체가 필요하다. 현재까

지 능성어 IgM에 대한 항체는 보급되어 있지 않아 

본 연구에서는 능성어 IgM에 대한 단클론 항체 

(monoclonal antibody, mAb)를 생산하고자 하였다. 
능성어의 혈청은 전남대학교 수산생명의학과에

서 사육중인 건강한 능성어 (체중: 700-900 g)의 미

부정맥에서 채혈하여 분리하였다. 채혈한 혈액은 

상온에서 30분간 방치한 후, 6,000 rpm에서 20분간 

원심분리하여 혈청을 분리한 후 IgM 정제에 사용

하였다. 또한 제작된 mAb의 특이성을 조사하기 위

하여 건강한 능성어 2마리 (평균 체중: 약 800 g)에 

bovine serum albumin (BSA)을 각각 1 mg/200 µL씩 

복강에 주사한 후 300 L 수조 (사육 수온: 20-22℃)
에 사육하면서 1, 17, 25, 38일째 미부정맥에서 채

혈하여 혈청을 분리하였다. 대조구의 혈청은 능성

어 1마리 (체중: 750 g)에 phosphate-buffered saline 
(PBS, pH 7.5)를 200 µL로 복강에 주사한 후 위와 

동일한 방법으로 분리하였다.
능성어 IgM의 정제와 mAb의 생산은 Kim et al. 

(2017)의 방법에 따라 실시하였다. 능성어의 IgM
은 immunopure IgM purification kit (Pierce, USA)에 

들어 있는 mannan binding protein (MBP) affinity 
column을 사용하여 매뉴얼에 따라 정제하였다 

(Kim et al., 2017). mAb의 생산은 정제된 능성어의 

IgM (100 µg)을 BALB/c 마우스에 면역시킨 후, 비
장 조직을 취해 polyethylene glycol (Roche, Ger-
many)을 사용하여 SP2/0 myeloma 세포와 융합시

킨 후 HAT 배지 (0.1 mM hypoxanthine, 4×10-4 mM 
aminoprotein, 1.6×10-2 mM thymidine, 10% fetal bo-
vine serum in Dulbecco’s modified eagle medium)에
서 배양하였다 (Kim et al., 2017). 양성 hybridoma는 

정제된 능성어 IgM을 사용하여 enzyme-linked 
lmmunosorbent assay (ELISA)로 선별하였고, 3회 

이상 제한 희석법으로 클로닝하였다. 선별된 mAb
의 isotyping은 pierceTM rapid ELISA mouse mAb 

isotyping kit (Thermo, USA)를 사용하여 결정하였다. 
능성어 IgM의 정제 여부를 확인하기 위하여 so-

dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE)를 실시하였다 (Laemmli, 1970). 
정제한 능성어 IgM을 12% polyacrylamide gel을 사

용하여 전기영동한 후 coomassie brilliant blue 
(Wako, Japan)로 염색하였다. 능성어 IgM에 대한 

mAb를 생산하는 hybridoma의 선별과 제작된 mAb
가 능성어 IgM을 인식하는지를 조사하기 위하여 

Kim et al. (2017)의 방법에 따라 ELISA를 실시하였

다. 능성어 IgM을 인식하는 hybridoma를 선별하기 

위해 정제한 능성어 IgM (250 ng/50 µL/well)을 

ELISA plate (Nunc, Denmark)에 coating한 후, 1차 

항체로는 본 연구에서 제작한 hybridoma의 배양액

을 50 µL/well 씩 분주하였고, 2차 항체로서 5% 
skim milk로 1,000배 희석된 horseradish peroxidase 
(HRP) conjugated 항 마우스 IgG 염소 혈청 (Youn-
ginfrontier, Korea)을 50 µL/well 씩 분주하였다. 각
각의 항체는 25℃에서 1시간 동안 반응하였다. 
Tween-20 포함된 PBS (T-PBS)로 5번 수세하였고, 
ELISA 발색액 (100 mM Na2HPO4, 50 mM citric acid, 
1 mg/mL o-phenylenediamine, 0.03% H2O2)을 50 
µL/well 씩 분주한 후 25℃에서 15분 동안 발색하

였다. 2N H2SO4를 50 µL/well 씩 넣어 발색 반응을 

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of sevenband grouper IgM 
purified with mannan-binding protein (MBP) affinity 
column. Lanes are M: molecular marker; IgM: purified 
IgM.
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중지시킨 후 microplate photometer (Multiskan, USA)
로 492 nm에서 흡광도 (optical density, OD) 값을 

측정하였다. 제작된 mAb가 능성어의 IgM을 인식

하는지를 조사하기 위하여 BSA에 대한 특이 항체

를 검출하는 ELISA를 실시하였다. ELISA plate에 

BSA (5 µg/50 µL/well)를 분주한 후, 37℃에서 over-
night하여 항원을 coating 하였다. 1차 항체로는 능

성어 혈청 (BSA 면역 및 비면역 능성어로부터 분

Fig. 2. Antibody detection enzyme-linked lmmunosorbent assay (ELISA) with bovine serum albumin (BSA, antigen) 
and 8 monoclonal antibodies (7A10, 17B1, 19A11, 21F5, 32D8, 35F9, 46C12, and 47G10). BSA1 and BSA2: sera 
from BSA immunization of sevenband grouper. Cont: serum from non-immunization of sevenband grouper. 
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리한 혈청)을 5% skim milk로 40배 희석하여 50 
µL/well 씩 분주하였고, 2차 항체로는 본 연구에서 

제작한 8종의 mAb를 50 µL/well 씩 분주하였으며, 
3차 항체는 5% skim milk로 1,000배 희석된 HRP- 
conjugated 항 마우스 IgG 염소 혈청을 50 µL/well 
씩 분주하였다. 항체 반응과 발색 조건은 위와 동

일하게 실시하였다.
MBP affinity column을 사용하여 능성어의 IgM

을 정제한 후 SDS-PAGE를 실시한 결과, 약 76과 

28 kDa의 분자량에서 밴드가 관찰되었다 (Fig. 1). 
경골어류의 IgM은 일반적으로 SDS-PAGE 상에서 

heavy (H) chain과 light (L) chain이 각각 71.5-78 
kDa과 22-26.5 kDa 범위에서 관찰된다고 보고되어 

있다 (Wilson and Warr, 1992; Magnadóttir, 1998; 
Pucci et al., 2003; Cheng et al., 2006; Shin et al., 
2006; Kim et al., 2017). 바리과에 속하는 갈색둥근

바리 (E. coioides) IgM의 분자량은 H chain과 L 
chain이 각각 78 kDa과 27 kDa으로 보고되어 있다 

(Cheng et al., 2006). 본 연구에서 정제한 능성어의 

Ig은 기존에 보고된 갈색둥근바리를 비롯한 경골

어류 IgM의 분자량과 유사하므로 정제된 Ig는 IgM
으로 사료된다. 본 연구를 통해 MBP affinity col-
umn을 사용하여 능성어의 IgM을 정제할 수 있음

을 확인하였다. 
정제된 능성어의 IgM을 마우스에 면역시킨 후 

마우스의 비장 조직과 SP2/0 myeloma 세포를 융합

시켜 hybridoma를 제작하였다. Hybridoma로부터 

생성되는 항체를 ELISA법으로 선별한 후, 제한 희

석법으로 클로닝하여 최종적으로 8개의 mAb를 선

별하였다 (7A10, 17B1, 19A11, 21F5, 32D8, 35F9, 
46C12 및 47G10). 8개의 mAb에 대한 isotyping을 

실시한 결과, 7A10 (H-chain: IgG2a, L-chain: kappa)
을 제외한 7개의 mAb 모두 H-chain은 IgG1, L- 
chain은 kappa로 확인되었다. 

제작된 mAb가 능성어 혈액 내에 존재하는 IgM
을 인식하는지를 조사하기 위해, 능성어에 BSA를 

면역시킨 후 1, 17, 25, 38일째 혈청을 분리하여 

BSA에 대한 항체가를 측정하였다 (Fig. 2). 8개의 

mAb 모두 BSA 면역 능성어 혈청에 대해 17일째부

터 BSA에 대한 특이 항체가가 관찰되었고, 시간이 

경과됨에 따라 항체가는 증가하는 것으로 나타났

다. 이에 반해 대조구의 혈청 (BSA 비면역 혈청)에
서는 항체가의 뚜렷한 변화가 관찰되지 않았다. 
Kim et al. (2009)에 연구에 따르면 능성어에 BSA
를 면역시킨 후 20℃에서 사육하면서 BSA에 대한 

항체가를 측정한 결과, 14일째부터 BSA에 대한 특

이 항체가 검출되기 시작하였고, 21-28일에 높은 

항체가가 검출된다고 보고하였다. 본 연구의 결과

는 Kim et al. (2009)의 연구 결과와 유사하기 때문

에 BSA 면역 능성어의 혈청에서 보인 높은 OD값

은 BSA에 대한 특이 항체 (IgM)를 인식하는 것으

로 사료된다. 이상의 결과, 제작된 8종의 mAb는 

능성어 IgM을 특이적으로 인식하는 것으로 사료

되어, 향후 능성어 혈액내 존재하는 병원체에 대한 

특이 항체를 검출하는데 유용하게 사용될 수 있을 

것이다. 
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