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서   론

과도한 육류섭취가 성인병 등 각종 질환의 원인

으로 밝혀지면서 어패류의 소비가 증가하였으나 

연안 해수의 오염과 수산물의 비가열 섭취로 인한 

비브리오의 인체 감염이 종종 발생하므로(KDCA, 
2019a; 2020) 수산물의 식품 안전성에 대한 소비자

들의 요구를 만족시킬 수 있는 다양한 연구가 필요

하게 되었다. 질병관리청 감염병 정보에 따르면 비

브리오 패혈증의 발생 건수는 2019년에 42건, 2020
년에 70건이었고, 장염비브리오 발생 건수는 2018
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Vibrio parahaemolyticus and V. vulnificus are known to be infected to human via fisheries products. 
Therefore, food safety of fisheries products is important for public health and fish industry. This 
paper was conducted to know how well these human isolates can survive in olive flounder 
(Paralichthys olivaceus). The growth of V. parahaemolyticus and V. vulnificus showed about 50∼60% 
reduced rates at 25℃ than at 37℃ and did not show any differences according to NaCl concentration 
of media except the increasing in the growth of V. vulnificus in medium containing 3% NaCl. Artificial 
infection of 1×106 CFU/fish was carried out to confirm the sensitivity of olive flounder against V. 
parahaemolyticus and V. vulnificus. After 1 week from injection, no fish was dead. To evaluate non- 
specific defense of olive flounder against V. parahaemolyticus and V. vulnificus, the antibacterial po-
tency of serum and epidermal mucus were tested. The number of the vibrios exposed to serum obtained 
from olive flounder significantly decreased after 3 hours, and epidermal mucus showed decrease of 
the bacteria over than 90% until 12 hours from exposure. Phagocytosis of head kidney leucocytes 
of healthy olive flounder against V. parahaemolyticus and V. vulnificus showed in over 70% of leuco-
cytes at the 2 hours. Therefore, cultured olive flounder only as vehicle for human pathogen in environ-
mental water is well developed its antibacterial potency against human pathogens, so the viability 
of V. parahaemolyticus and V. vulnificus in cultured olive flounder was considered very low.  
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년의 수인성·식품 매개 감염병 총 발생 697건 중 

15건, 2019년에 총 발생 600건 중 5건이었다(KDCA, 
2019a; 2020). 한편 질병관리청의 해양 환경 내 병

원성 비브리오 실험실 감시 사업에 따르면 해수 시

료 중 비브리오 검출 양성률은 패혈증 비브리오가 

2019년의 7, 8, 9, 10월 해수에서 각 43% 이상이었

고, 장염비브리오는 5월부터 12월까지 매월 63% 
이상으로 나타났다(KDCA, 2019b). 따라서 해수 시

료의 비브리오 양성 검출 비율은 비교적 높았지만 

사람의 비브리오 감염증의 발생 비율은 그에 비례

하여 높다고 볼 수는 없다.  
Vibrio parahaemolyticus는 장염비브리오로 불리

며 장염 환자의 분변뿐 아니라 해수, 어패류, 어류 

가공식품 등에서 분리된다(Sakazaki et al., 1963). 
V. vulnificus는 해수, 갯벌, 어패류 등에서 주로 분

리되는 해양 상재균이지만 오염된 어패류의 생식

이나 피부 상처를 통한 감염으로 비브리오 패혈증

을 유발한다 (Linkous and Oliver, 1999). 이러한 인
체 위해 세균들은 생활하수와 사람의 분변 및 축산 

폐수 등의 다양한 경로를 통해 하천, 호수, 바다로 

유입된 후, 수산물을 매개로 다시 사람에게서 발병

할 가능성이 있다.  
넙치, Paralichthys olivaceus는 우리나라의 양식

장에서 가장 대표적으로 사육되며 고급 횟감으로

도 선호도가 높은 어종이다. 수산물에 대한 소비자

들의 신뢰를 높이고 식품 안전성을 확보하기 위해

서는 수산물을 통해 전파되는 인체 위해성 세균과 

수산 생물과의 관련성에 대한 연구가 필요하다. 일
반적으로 어류는 체표 점액과 같은 일차 방어 체계

를 통하여 병원체의 체내 침입을 방어하므로 (Suha-
lim et al., 2007; Dash et al., 2018) 이러한 방어 체계는 
인체 위해 세균의 어류 체내 침투도 저하시켜 어류

를 통한 인체 감염의 빈도를 줄일 것으로 생각된다.
따라서 본 연구에서는 온도와 염분 농도 변화가 

사람에게서 분리된 V. parahaemolyticus와 V. vulni-
ficus의 생존에 어떠한 영향을 미치는지 확인하고, 
이들 세균의 넙치에 대한 감염력과 이들에 대한 
넙치 혈청 및 체표 점액의 항균 능력 및 macrophage
의 식균 능력을 알아봄으로써 넙치를 통한 인체 

위해 세균의 인체 감염 위험성 정도를 평가해 보고

자 하였다. 

재료 및 방법

실험 세균과 배양 조건   

본 연구에 사용된 V. parahaemolyticus (KCTC 
2729)와 V. vulnificus (KCTC 2959)는 인체에서 분

리한 것으로 생물자원센타(Korean collection for 
type cultures)로부터 구입하였으며 API 20E 및 

20NE (BioMeriux. France)로 분류 특성을 확인한 

후 사용하였다. 세균 배양을 위해, 염분 농도별 실

험을 제외한 모든 경우에 1% 농도로 NaCl (W/V)이 

첨가된 tryptic soy broth (TSB, BD)와 tryptic soy 
agar (TSA, BD)를 사용하였다. 

온도와 NaCl 농도에 따른 vibrios의 생장도 측정  

V. parahaemolyticus와 V. vulnificus의 온도 및 염

분 농도 변화에 따른 생장량의 차이를 알아보기 

위하여 배양 시간에 따라 생장량을 측정하였다. 시
험균을 TSB에 초기 농도가 1.0×105CFU/㎖이 되도

록 준비하여 24시간 동안 25℃와 37℃에서 진탕배

양 하면서 2시간 간격으로 ELISA reader (Spectra 
Max 340. Molecular Devices) 600 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 또한 전 배양된 시험 균을 NaCl이 1%, 
2% 및 3% 함유된 TSB에 접종하여 25℃에 배양하

면서 2시간 간격으로 24시간 동안 흡광도를 측정

하여 생장 정도를 비교하였다. 

V. parahaemolyticus와 V. vulnificus의 넙치 인

위 감염

실험에 사용한 넙치는 전남 완도 소재의 양식장

에서 구매하였으며 평균 체중은 167.6±6.4 g, 평균 

전장 25.3±1.0 cm이었다. 시험 어는 실내 사육 수조

에서 수온 23~24℃로 관리하면서 1일 1회 배설물 

및 부유물을 제거하였고 동량의 여과 해수를 보충

해 주었다. 실험 전에 넙치의 각 장기로부터 vibrios
의 유무를 확인한 후에 각각의 실험 수조에 15마리

씩 나누어 수용하고 시험 균을 1.0×106CFU/fish로 

복강 주사하였으며 대조군 넙치에는 1% 멸균 식염

수를 동량 주사하였다. 7일 동안 유지하면서 수시

로 어류의 상태를 확인하였으며 실험 종료 시점에는 
모든 어류를 해부하여 내외부의 병변 확인과 혈액, 
간, 신장, 비장 등으로부터 균 분리를 시도하였다. 
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혈청과 체표 점액의 항균작용 측정

혈청의 항균 활성은 Leung et al. (1995)의 방법을 

응용하여 측정하였다. 넙치를 100 PPM의 MS- 222 
용액에 3~5분간 침지하여 마취하고 미부 정맥에서 

혈액을 채취하여 실온에 2시간 방치하였다. 다시 

4℃ 냉장고에 하룻밤 방치하여 완전히 응고시킨 

후 6000 rpm에서 15분간 원심 분리하여 상등액을 

취하였다. 상등액을 0.45 ㎛ pore size의 syringe fil-
ter (Corning Inc.)로 여과하여 혈청 시료로 사용하

였다. 또한 마취된 넙치의 체표 수분을 멸균 티슈

로 제거하고 슬라이드글라스를 이용하여 체표 점

액을 모은 후 2배량의 0.1 M phosphate buffered sal-
ine (PBS, pH 7.2)을 첨가하여 마쇄하였다. 균질 액

을 8000 rpm으로 15분 동안 4℃에서 원심 분리하

고 상등액을 취하여 pore size 0.45 ㎛의 filter 
(Corning Inc.)로 여과하여 점액 시료로 사용하였

다. 시험 균은 TSB에서 37℃로 24시간 배양한 것

을 8000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 집균한 후 

0.1 M PBS로 3회 세척 후 재 부유시켰다. 세균의 

최종농도가 1×107CFU/㎖이 되도록 시험 균액과 

혈청 및 점액 시료를 1:1의 비율로 혼합한 후 96 
well plate에 분주하여 25℃에 배양하면서 혈청의 

항균효과는 1, 3시간 경과 후에, 점액의 항균효과

는 1, 6, 12시간 경과 후의 생균수로 측정하였다. 
통계적 유의성은 SPSS version 28 (IBM)의 프로그

램을 이용하여 검증하였다.

신장 macrophage 분리

넙치 두신의 macrophage는 Secombes (1996)의 

방법을 응용하여 분리하였다. 넙치(평균 체중 20g, 
n=5)의 꼬리 부분으로부터 순환 혈액을 최대한 제

거한 후 해부하여 두신을 분리하였다. 2% fetal bo-
vine serum (FBS, Sigma Chemical Co), penicillin/ 
streptomycin 100 units/㎖ (Sigma Chemical Co) 및 

heparin 10 units/㎖이 함유된 L-15 배지에서 두신을 

100 ㎛ nylon mesh (BD Falcon)에 통과시켜 세포 

현탁액을 준비하였다. 이 세포 현탁액을 34∼51% 
Percoll 용액 (Sigma) 위에 중층한 후 2000 rpm 에서 

30분간 원심 분리하여 백혈구 층을 분리하였다. 분
리한 백혈구는 L-15 배지 (2% FBS)로 2회 세척하

고 0.1% tryphan blue로 염색하여 혈구 계산 반으로 

계수한 후에 1×107 cells/㎖로 조정하였다.

Macrophage의 식균율

식세포의 식균율은 Mathews et al. (1990)의 방법

에 따라, 먼저 세균의 formalin killed cell (FKC)을 

제조하였다. TSB로 37℃에서 24시간 배양한 균 액

에 formalin을 2% (v/v) 되도록 첨가하여 하룻밤 방

치한 후 원심 분리(3000 rpm, 10 min)하고 PBS로 

2회 세척하여 50 ㎖ PBS에 재 부유 시켜 4℃에 보

관하였다. 각각의 FKC 균액 2.5×107CFU/㎖와 mac-
rophage 2.5×105 cell의 혼합액을 20℃에 배양하면

서 1, 2시간 후에 1 ㎖씩 취하여 얼음에 넣어 반응

을 정지시킨 후 1500 rpm에서 5분간 원심 분리하

였다. Pellet은 세척 후 slide glass에 퍼트려 자연 

건조 시켰으며 Park et al. (2004)의 방법에 따라 

Diff-Quick (Sysmex Co., Japan)으로 염색하여 현미

경 1000배에서 식균 작용을 한 macrophage 수를 

확인하였고 관찰한 총 식세포 수에 대한 비율로 

식균율을 계산하였다.

결과 및 고찰

배양 온도와 NaCl 농도에 따른 시험 균의 생장도

V. parahaemolyticus와 V. vulnificus의 생장은 배

양 4시간 경과 후부터 37℃에서 큰 폭으로 증가하

기 시작하여 최종적으로 25℃에서의 생장량과 비

교해 약 50∼60%의 차이를 보였다(Fig. 1). 이는 V. 
parahaemolyticus는 15~45℃ 사이에서 발육하지만 

35℃에서 가장 왕성하게 발육한다고 보고한 Song 

Fig. 1. Growth curve of Vibrio parahaemolyticus (Vp) 
and V. vulnificus (Vv) cultured in tryptic soy broth con-
taining 1% NaCl at 25℃ or 37℃.



60 임수연․김은희

et al. (2007)의 결과와 유사하였다. Deeb et al. 
(2018)은 미국 남동부 해안의 패류에서 분리된 균

들이 수온 16∼31℃, 염분 농도 5∼22 ppt를 최적 

생장 범위로 가졌으며, 기후변화로 인해 수온이 18
∼33℃, 염분 0∼28 ppt 범위가 되면 V. vulnifius 
농도는 0-58CFU/㎖로 온도와 염분도 의존적으로 

출현할 것이라는 예측을 하였다. 한편, Jeong et al. 
(2018)은 병원성 비브리오의 증식과 해양 환경 인

자와의 상관관계를 조사한 연구에서 V. parahae-
molyticus와 V. vulnificus는 수온 변화에 대해 높은 

양의 상관관계를, 염분 변화에 대해서는 높은 음의 

상관관계를 보인다고 보고하였다. 그러나 25℃에

서 염분 농도를 달리하여 생장량을 비교한 본 연구

에서 V. parahaemolyticus는 1%, 2% 및 3%의 NaCl
을 함유한 배지에서 생장의 차이를 보이지 않았지

만 V. vulnificus는 1, 2% NaCl 농도 보다 3%에서 

증가된 생장을 보여 염분 농도 변화에 따른 음의 

상관관계가 형성된다는 이들의 결과와 다소 차이

를 보였다(Data not shown). 수온과 염분의 변화는 
V. cholerae나 V. parahaemolyticus와 같은 병원성 

비브리오의 증식과 분포에 직접적으로 영향을 끼

치며(Xu et al., 2015), 특히 수온의 증가는 3종의 

병원성 비브리오(V. vulnificus, V. cholerae, V. para-
haemolyticus)에 의한 감염 환자 발생과 관련이 있

다고 보고되어있다(Le Roux et al., 2015). 본 연구 

결과에서 나타나는 차이는 대부분의 해양 Vibrio에 

대한 연구가 25℃의 배양 온도를 최고로 하고, 유
기물이 첨가되지 않은 인공해수 또는 순수한 NaCl 
용액에서 이루어진 것과 달리 본 연구는 유기물이 

충분한 배지에서 실시하였기 때문에 나타난 결과

의 차이라 생각된다. 따라서 해양 오염으로 인한 해

수의 유기물 증가와 수온 상승이 이들 세균의 증식

에 미치는 영향에 대한 검토가 필요하다 하겠다.  

V. parahaemolyticus와 V. vulnificus에 대한 넙

치의 감수성

인위 감염 후 7일 동안 감염구와 대조구 모두에

서 사망 어류는 발생하지 않았고 실험이 종료된 

후 모든 감염구의 넙치를 해부하여 혈액, 간, 신장, 
비장에서 균 분리를 시도하였으나 vibrios는 검출

되지 않았다(Data not shown). Foua et al. (2002)은 

어류에 병원성이 있는 V. vulnificus biotype 2와 병

원성이 없는 biotype 1에 대한 나일틸라피아의 감

수성 연구에서 biotype 2는 4×104 cfu/fish로 복강 

주사 하였을 때 최초 12시간에 사망어가 출현하여 

48시간 이내에 50% 이상이 사망하는 데 비해, 비
병원성인 biotype 1의 경우 1×108 cfu/fish에서도 사

망어가 나타나지 않았다고 보고하였다. 이 결과와 

비교해 볼 때 본 연구에서는 V. parahaemolyticus와 

V. vulnificus를 1.0×106CFU/fish로 복강 주사한 후 7
일까지 사망어가 출현하지 않았으므로 이들 인체 위

해성 Vibrio는 넙치에 병원성이 없다고 할 수 있다.

혈청 및 점액의 항균 활성 

V. parahaemolyticus와 V. vulnificus에 대한 넙치 

혈청과 체표 점액의 항균활성을 조사한 결과(Fig. 
2). 혈청에서 V. parahaemolyticus는 노출 3시간째

에 약 85%의 균이 제거되어 유의성 있는 감소를 

보인 반면 V. vulnificus는 노출 3시간째 99.9%가 

제거되었으며 1시간 이내에 유의성 있는 감소 결

과를 보였다. Foua et al. (2002)은 어류에 병원성이 

있는 V. vulnificus biotype 2의 경우 어류 혈청에서

의 생존율이 접촉 후 첫 2시간 이내에 100-200%의 

균수를 유지하였으며 추가 2시간 이내에 1000% 
까지 균수가 증가하는 반면, 비병원성인 biotype 1
의 경우 생존율이 70% 정도까지 높은 것을 보여 

주었다. Leung et al. (1995) 또한 어류 혈청에서 세

균이 생존할 수 있는 능력은 병원성 세균과 비병원

성 세균을 구별할 수 있는 중요한 지표가 될 수 

있으며, 비병원성 Aeromona hydrophila가 틸라피아

의 혈청에서 급격히 감소하는 반면에 병원성 A. 
hydrophila는 지속해서 생존한다고 보고한 바 있

다. 따라서 본 연구에서 V. parahaemolyticus와 V. 
vulnificus에 대한 넙치 혈청의 항균 능력은 매우 

높은 것으로 평가된다.   
한편 체표 점액에서 V. parahaemolyticus는 6시

간째 약간의 균수 증가가 있었으나 12시간 째 감소

하는 경향을 보였지만 통계적으로 유의한 차이는 

아니었다. V. vulnificus는 6시간 후에 증가하는 경

향을 보이긴 했으나 초기 균수에 비해 6시간, 12시
간째 모두 통계적으로 유의성 있는 감소를 보였다. 
체표 점액에서 항균 능력이 낮게 나타나긴 하였으
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나 실험에 사용한 점액 시료가 원액보다 1/3로 희

석하여 준비된 것을 감안하면 생존한 어류에서는 

충분한 방어력을 나타낼 것으로 판단된다. Suha-
lim et al. (2007)은 catfish의 점액과 인체병원세균

인 Escherichia coli O157:H7 E318 cells와의 관계에 

관한 연구에서 catfish 점액의 항균 효과가 12시간

까지 유지된다는 결과를 보고하였다. 어류의 병원

체에 대한 방어로는 특이 항체 생산과 더불어 체표 

점액 및 식균세포 등에 의한 비특이적인 방어 작용

이 중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다

(Aranishi and Mano, 2000; Findlay and Munday, 
2000). 본 연구에서 V. vulnificus가 체표 점액에서 

6시간 이후부터는 균수가 증가하는 경향을 보였으

나 혈청과 체표 점액 모두 12시간까지는 항균력을 

유지하면서 V. parahaemolyticus와 V. vulnificus의 

초기 침투를 방어하고 있는 것으로 판단되었다. 

신장 macrophage 식균율

넙치 두신 macrophage의 V. parahaemolyticus에 

대한 식균율은 평균 1시간에 61%, 2시간에 78%, V. 
vulnificus에 대해서는 1시간에 78%, 2시간에 88%
로 나타났다(Fig. 3). 병원체가 숙주에 감염되면 

macrophage는 병원체를 비 특이적인 식작용으로 

제거함으로써 초기 면역 반응에 중요한 역할을 담

당한다(Secombes, 1996). Gu et al. (2021)은 다른 

척추동물에서와 같이 넙치에서도 macrophage의 활

성을 촉진하는 macrophage colony-stimulating factor 

(MCSF) 유사 인자가 나타남을 보고하였다. 이는 

넙치 조직에 널리 분포하고 있지만 특히 혈액, 근
육, 두신에 많이 분포하면서 침입한 병원체의 형태

에 따라 다양한 양상으로 마크로파아지의 활성을 

촉진시켜 병원체를 방어하는데 in vivo에서는 MCSF
에 대한 receptor가 면역반응에서 중요한 역할을 하

는 것으로 보고하였다. 본 연구에서 넙치의 두신 

백혈구는 인체 위해성 vibrios에 대해서 1~2시간 이

내에 식작용에 의한 병원균 제거 능력을 보이는 

것으로 판단되었으나, Gu et al. (2021)의 연구에 

비추어 볼 때 이와 같은 결과가 in vivo에서도 동일

하게 나타날 것인지에 대한 연구는 추가로 보완되

어야할 문제로 여겨진다.

(A) (B)

Fig. 2. The numbers of Vibrio parahaemolyticus (Vp; Solid line) and V. vulnificus (Vv; Dotted line) survived in 
mixed culture with serum (A) and skin mucus (B) prepared from olive flounder (Paralichthys olivaceus). Lowercase 
letters a and b indicate significant differences between start and incubation time at P<0.05. 

Fig. 3. Phagocytic rate of macrophages isolated from 
head kidney of olive flounder (Paralichthys olivaceus) 
to Vibrio parahaemolyticus (Vp) or V. vulnificus (Vv).
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이상의 결과로 볼 때, 넙치는 해양의 인체 위해 

세균인 V. parahaemolyticus와 V. vulnificus에 대하

여 단순 이동 매개체로 작용할 수 있다 할지라도 

넙치 양식장의 온도 및 염분 농도 조건에서 이들 

균의 생장률은 저하되고, 더불어 넙치가 보유하고 

있는 비특이 면역 방어 시스템이 인체 위해성 vi-
brios의 수를 유의성 있게 감소시킴으로써 넙치를 

통한 vibrios의 인체감염 가능성이 저하되는 효과

를 준다고 평가된다.

요   약

Vibrio parahaemolyticus와 V. vulnificus 같은 인체 

위해성 세균들은 수산물을 통하여 인체에 감염되

는 것으로 알려져 있음으로 생선회로 선호도가 높

은 넙치에서 이들 세균이 어느 정도 생존 가능한지 

알아보고자 하였다. 먼저 온도와 염분 농도가 다른 

배지에서 이들 세균의 생장도를 조사하였다. 37℃
에서 보다 25℃에서 V. parahaemolyticus와 V. vulni-
ficus는 약 50∼60% 감소한 생장률을 보였다. 그러

나 1%, 2% 및 3% NaCl을 함유한 배지로 25℃에서 

배양하였을 때의 생장은 3% NaCl을 함유한 배지

에서 V. vulnificus가 증가된 생장을 보인 것을 제외

하고 차이는 없었다. V. parahaemolyticus와 V. vul-
nificus에 대한 넙치의 감수성을 알아보기 위하여 

1×106CFU/fish로 복강 주사하여 인위 감염을 하였

으나 1주일간 사망 개체는 없었다. V. parahaemoly-
ticus와 V. vulnificus에 대한 넙치의 방어능력을 알

아보기 위하여 넙치의 혈청 및 체표 점액에서의 

세균 생존력과 신장에서 분리한 macrophage의 식

균 활성을 알아보았다. 혈청에서는 3시간 이내에 

각각 85%, 99% 이상의 균이 제거되었고 체표 점액

에서는 12시간까지 세균 수가 감소하였으며 신장 

백혈구는 약 70% 이상에서 식균 작용을 나타냈다. 
따라서 넙치는 환경 수에 있는 V. parahaemolyticus
와 V. vulnificus에 대한 단순 이동매개체로 작용한

다 할지라도 발달된 자체 항균력으로 이들 세균의 

수를 감소시켜 인체 감염 가능성을 저하하는 효과

가 있음을 시사하였다.
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