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서   론

최근 우리나라 양식장의 규모가 확대됨에 따라

밀집 사육으로 인한 수질 악화로 어류의 질병 발생

률이 급격하게 증가하고 있다. 발생된 질병을 치료
하기 위해서는 항생제가 사용되지만, 잦은 사용 및
무분별한 오남용으로 인해 내성균이 발생하고 있

다(Dubey et al., 2016). 그람 음성 박테리아인

Edwardsiella tarda (E. tarda)는 잉어, 틸라피아, 장
어, 메기, 숭어 등 다양한 양식 어종에서 종종 수질
악화와 스트레스에 따른 전신 패혈증을 유발 시키
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며 심각할 경우 대량 폐사를 초래한다(Mohanty and 
Sahoo, 2007). 또한 E. tarda는 양서류, 조류, 파충류
및 인간을 포함한 포유류와 같은 고등 척추동물에

서도 질병을 일으키며(Park et al., 2012) 약제에 대
한 내성까지 보인다(Xu and Zhang, 2014). 최근 계
통 발생학적 조사에 따르면 E. tarda로 분류된 박테
리아는 유전적으로 구별되며 E. tarda, E. piscicida 
그리고 E. anguillarum로 분류되며 숙주마다 다양한 
병원성을 가지고 있는 것으로 밝혀졌다(Reichley 
et al., 2017). 이와 같은 내성균 문제를 피하고 건강
한 식품으로 어류를 양식하기 위해 각종 병원성

미생물에 대한 백신의 개발과 사용이 적극적으로
이루어지고 있다(Kim, 2007). 어류의 최초 백신은
1942년 Aeromonas salmonicida를 포르말린으로 불
활화한 백신을 시작으로 Vibrio anguillarum 백신도
개발되어 1976년 미국에 이어 1980년부터 우리나
라의 어류 양식에도 적용되었고 이후 다양한 어류

용 백신이 개발되면서 상용화되고 있다(Muktar et 
al., 2014). 또한 백신은 상업적으로 허가받기 위해
안정성 및 효능이 검증되어야 한다(Kwon et al., 
2014). 
어류의 백신 사용 목적은 항원에 대한 면역 반응

을 유도하여 결과적으로 기억 세포에 의해 오랜

기간 동안 면역 반응을 지속시키는 것으로 치료의
수단보다는 예방의 수단이다(Song, 2020). 우리나
라에서 주로 사용되는 백신 투여법은 주로 주사

투여로, 적은 양의 백신으로도 경구 및 침지 투여
법에 비해 높은 면역 반응 효과를 보이는 장점이

있으나 상대적으로 크기가 큰 성어에게만 각 개체

별로 투여할 수 있으며, 치어 및 자어에는 사용이
어렵다는 단점이 있다. 또한 주사 투여법은 어류에
게 큰 스트레스를 유발하기 때문에 장기간 사용될

수 없다(Gudding and Van Muiswinkel, 2013). 따라
서 어류에게 투여 시 스트레스를 최소화할 수 있고

질병 예방에 효과적인 백신 제형의 개발이 필요하

다. 
Poly lactide-co-glycolic acid (PLGA)는 일반적으

로 음전하를 띠고 균질한 표면의 구형 입자를 생성

하며 소수성의 특성을 지니기 때문에 water-in-oil- 
in-water (W/O/W)의 다중 에멀젼 방법으로 제조되
는 것으로 알려져 있다(Behera and Swain, 2013). 

또한 미국 식품의약국(FDA)에 의해 승인된 물질로 
생체 적합성, 생분해성 및 생물학적 유체 및 보관
에서의 높은 안정성을 지닌 물질로 인체에 암 백신

제형으로도 활용(Hamdy et al., 2011)될 뿐만 아니
라 약물 전달 시스템 분야(Ge et al., 2002)에서도
응용되고 있다. 이러한 PLGA의 우수한 특성을 이
용하여 인체는 물론 다양한 가축을 대상으로 하는

백신 개발 연구가 활발히 진행되고 있다(Dwivedi 
et al., 2013). 
본 연구에서는 PLGA를 백신의 전달 시스템으

로 활용하기 위해 포르말린으로 사멸시킨 E. tarda 
(formaillin killed cell, FKC)에 PLGA을 첨가하여 캡
슐화(PLGA-FKC)하였다. 본 연구에서 사용된 E. 
tarda는 Korean Collection for Type Culture (KCTC, 
12267)에서 분양된 인체 유래의 균주이지만 실험
실 내에서 주요 숙주인 넙치, 뱀장어는 물론 잉어
와 틸라피아에도 지속적인 감염 독성을 보였기에

(Yang et al., 2023) 기존 백신에 미치는 PLGA의
효능에 초점을 맞추고자 관리하기 수월하고 내병

성이 강한 어종의 모델로 이스라엘 잉어를 선택하

였다(Lee et al., 2015). 이후 이스라엘 잉어(Cyprinus 
carpio)를 대상으로 PLGA-FKC 및 FKC를 설정한
기간에 따라 각각 구강(Oral administration, Per Os, 
P.O.) 및 주사(Intraperitoneal administration, I.P.) 투
여한 후 각 백신 면역원성의 변화 추이에 대해 연

구하였다.

재료 및 방법

실험어 및 실험수조

실험어로서 체중 400~450 g의 이스라엘 잉어

(Cyprinus carpio) 300미를 전북 전주시 소재의 양
식장에서 구매한 뒤 약 2주간 실험 수조에 순치하
였다. 실험에 사용된 수조는 사각 유리수조(900× 
450×450 mm)로 수심을 400 mm만큼 채운 후 수온
은 25±1℃로 유지하였으며 순환 여과식 사육법을
사용하였다. 본 실험은 한국실험동물협회(Korean 
Association For Laboratory Animals)의 실험동물 사
용관리 등에 관한 교육 수료 후 실시하였다(제22- 
1550).
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병원성 균주 및 불활화 백신의 준비

실험에 사용된 병원성 균주는 E. tarda로 KCTC 
(12267)에서 분양받은 후 –80℃에서 보관한 균주
를 사용하였다. 실험 전 균주를 해동하여 Brain 
heart infusion (BHI, BD, New Jersey, US) broth에
접종하고 25℃에서 24시간 배양 후 Salmonella shi-
gella (SS, BD, New Jersey, US) agar로 계대 배양하
였다. 이후 형성된 흑색 집락을 취하여 BHI broth
로 계대 배양하고, 배양된 박테리아는 120 × g에서
10분간 원심 분리하여 2회 PBS로 세척을 한 뒤 1 
× 108 CFU/ml로 만들어 포르말린 1%에 25℃에서
24시간 후 SS배지에 도말하여 집락이 형성되지 않
아 사멸을 확인하였다.

Poly lactide-co-glycolic acid (PLGA) 백신의 

준비

Water-in-oil-in-water (W/O/W)의 다중 에멀젼 용
매 증발 방법으로 FKC를 함유한 PLGA (MW 66,000 
–107,000, Sigma, USA) microparticles (MPs)를 제조
하였다(Pérez et al., 2002). 제조는 PLGA 210 mg을
3 ml Dichloro methane에 vortex mixer으로 용해하고 
이후 FKC 500 µl를 상온에서 1분 동안 13,500 rpm
의 균질기(Ultr a Turrax T25 Stirrer, Janke & kunkel, 
Staufen)에서 혼합 및 유화시킨 후 1차 water-in-oil 
(W/O)의 단일 에멀젼을 형성시켰다. 이를 50 ml의
4% Poly vinyl alcohol (PVA, MW 89,000–98,000, 
Sigma, USA) 용액에 넣고 9,500 rpm에서 1분 동안
균질화하였다. 에멀젼은 유기 용매가 증발할 수 있
도록 300 rpm으로 상온에서 8시간 더 교반하였다. 
그 후 PLGA MPs를 PBS (pH 7.4)로 2회 세척하고
5,000 × g에서 10분간 원심 분리하였다. 회수한 MPs
는 실험에 사용되기 전까지 4℃에 보관하였다. 

고분해능 전계 방사형 주사 전자현미경(Ultra High 

FE-SEM)

균질화 후 캡슐이 잘 형성되었는지를 확인하기
위하여 PLGA MPs를 커버 슬라이드에 고정하여
ethanol series로 탈수한 후 현장 방출 주사 전자 현
미경(Hitachi; SU8220, Japan)으로 MP 표면 및 단면
의 형태를 관찰하였다. 

백신 접종 및 혈청 수집

이스라엘 잉어를 대조군, FKC 실험군 및 PLGA 
실험군으로 나눈 후 각 실험군 50 미를 대상으로
대조군은 PBS를 FKC와 PLGA-FKC는 백신을 구
강 및 복강으로 1회 100 µl씩 접종하였다. 이후 0, 
2, 4, 6, 8 및 10주 차의 혈청 수집을 위해 이스라엘
잉어의 미병부에서 26G needle을 부착한 1 ml 주사
기로 채혈하였다. 채취한 혈액은 4℃에서 over-
night한 후 1,200 × g로 10분간 원심 분리하여 혈청
을 수집하였으며 실험에 사용할 때까지 –20℃에
보관하였다.

RNA extraction and reverse transcription PCR 

(RT-PCR)

이스라엘 잉어의 total RNA를 분리하기 위해 적
출된 두신을 homogenizer로 분쇄한 후 Tri reagent 
(Sigma, USA)를 처리하고 실온에 5분간 두었다가
chloroform (CHCl3, Sigma, USA)을 첨가하여 교반
한 뒤 실온에 3분간 방치하였다. 그 후 4℃에서
12,000 × g로 15분간 원심 분리하여 얻어진 투명한
층을 새로운 eppendorf tube에 옮겨 Isopropyl alco-
hol (CH3CHOHCH3, Mallinckrodt, UK)을 넣은 다음
교반하여 10분간 방치 후 동일 조건에서 원심 분리
하였다. 원심 분리한 상청액은 모두 제거하고 75% 
ethyl alchol을 넣어 4℃에서 7,500 × g로 5분간 원심
후 상청액은 모두 버리고 실온에 15분간 건조시켰
다. 이후 Diethyl pyrocarbonate (DEPC) water를 50 
µl 넣고 RNA pellet이 완전히 풀어지도록 교반 하
였다. RNA의 농도와 순도는 spectrophotometry 
(Infinite M200, TECAN)를 이용하여 측정하였고
1% agarose gel을 이용한 전기영동으로 RNA의
quality를 확인하였다. 얻어진 RNA를 M-MULV 
cDNA Synthesis kit (Enzynomics, Korea)의 방법에
따라 cDNA를 제작하였다.

Quantitative PCR(qPCR)

Interleukin-1β (IL-1β), IL-6, IL-10, tumor necrosis
factor-α (TNF-α), IgM, T cell receptor (TCR), MHC
class II 및 β-actin의 gene expression 분석은 Exicy-
cler™96 (Bioneer, Korea)을 이용하여 확인하였다. 
Total volume이 20 µl가 되도록 cDNA 2 µl, Accu 
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Power® 2X GreenStar™ qPCR Master mix (Bioneer, 
Korea) 10 µl, forward primer와 reverse primer를 1 
µl씩 총 2 µl, 그리고 DEPC water 6 µl를 혼합하였
다. qPCR은 95℃ (10분) 그리고 95℃ (30초), 60℃ 
(30초), 72℃ (30초)의 조건으로 40 cycles을 실시하
였다. PCR이 끝난 뒤 melting curve를 분석하여 단
일 산물이 생성되었음을 확인하였으며 각각의 tar-
get gene expression은 β-actin gene expression으로부
터 보정하여 2-ΔΔCt method로 측정하였다. qPCR에
사용된 primer는 Table 1에 제시하였다.

균응집 실험

FKC와 PLGA-FKC를 백신으로 접종 후 0, 2, 4, 
6, 8 및 10주 차에 각각 채취한 혈청을 PBS로 2배씩
최대 1:128까지 단계 희석하여 96 well plate에 well 
당 100 µl 씩 분주하였다. 그 후 균 응집을 확인하
기 위해 FKC를 well 마다 100 µl 씩 1:1 비율로 넣어
준 후 25℃에서 24시간 동안 반응시켰다. 이후 육
안으로 항체의 응집 역가를 관찰하였다.

Challenge test

항균능 평가에 사용된 균주는 E. tarda로 공격
접종 전 SS agar에서 형성된 흑색 집락을 취하여

10 ml의 BHI broth에 계대배양하고 이후 25℃에서
24시간 배양하였다. 공격 접종은 1 × 108 CFU/ml 
균주를 100 µl씩 복강 내 주사하였다. 접종 이후에
는 각 군 별로 10일 간 생존한 이스라엘 잉어의
개체수를 생존율로 환산하였다.

통계분석

실험을 통해 얻은 데이터를 평균과 표준편차

(mean±S.D.)로 표현하고 각 그룹 간의 유의성 검정
을 위해 ANOVA로 분석 후 Tukey 검정을 사후 비
교로 사용하였다. 유의성의 판단 기준은 p < 0.05으
로 판정하였다.

결과 및 고찰

본 연구는 어류용 백신의 효과적인 전달 방법
및 면역증강제로서의 PLGA 물질에 대한 효과를
검증하기 위해 포르말린으로 불활화 시킨 E. tarda
를 이용하여 이스라엘 잉어를 대상으로 수행되었

다. 백신의 주사 투여법은 접종된 백신의 소실이
전혀 없고 또한 효과를 신속하게 확인할 수 있다는

장점이 있다(Lee et al., 2012). 그러나 백신접종 시
치어나 자어 등과 같은 어린 물고기에는 적용이

Table 1. Primers used for amplification of specific transcripts by quantitative PCR.

Target Sequence(5’ to 3’) Product size (bp) Accession number

TNF-α F
R

TGTGTGGTGTCCTGCTGG
TGGAAAGACACCTGGCTGTA 169 AJ311800

IL-1β F
R

CTGGAGCAATGCAATACAAA
AGGTAGAGGTTGCTGTTGGAA 206 AB010701

IL-6 F
R

GATTGGTACAACGAAGAAGA
GCATGACCCATATATGACCCA 256 AY102633

IL-10 F
R

GCTGTCACGTCATGAACGAG
CCCGCTTGAGATCCTGAAATAT 132 AB110780

IgM F
R

GATGCCCCGATTGGCTATGA
GGGTCATCGGTTCACCCTTT 181 AB004105

TCR F
R

ACATGGACCCTTGGAGACAA
GCCAATTTCATCCACTGTGC 269 AB430330

MHC
classII

F
R

TCTGAATAACTGTAATGGC
CAGAGAGATTAATTG 239 EU203666

β-actin F
R

GCTATGGGCTCTTGACTTCGA
CCGTCAGGCAGCTCATAGCT 85 M24113
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사실상 불가능하며 어류에 가해지는 핸들링 스트

레스가 심하기 때문에 부스팅을 통한 면역증강 효

과를 기대할 수 없다는 단점이 있다(Heppell and 
Davis, 2000). 이러한 점을 충족시키기 위해서는 단
회 투여로도 특이적 면역 반응이 장기간 지속되고

부스팅 효과까지 얻을 수 있는 면역증강제가 요구
되고 있으며 또한 구강을 통한 백신 투여가 어류에

게서 스트레스를 최소화할 수 있는 가장 이상적인

방법으로 평가되고 있다(Park et al., 2010).
PLGA는 다양한 의료 응용 분야에서 힘줄 수리, 

인대 재건, 관절 교체 및 척추 융합과 같은 정형외
과 시술에 사용되었으며 생분해성 고분자로서 약
물 전달 시스템으로 사용되고 있다(Yoon, 2008). 본 
연구에서는 백신의 효과적인 전달체로서 PLGA를
이용하여 W/O/W 에멀젼 방법으로 PLGA-FKC백
신을 제조하였다. 또한 제조된 PLGA-FKC백신을
사료에 첨가하여 투여하는 대신 구강 면역에 대한

기초 자료를 확보하고자 zonde를 이용하여 경구
투여 하였으며 동시에 복강으로 투여된 방법과의

면역 반응 차이를 확인하고자 하였다. 백신 투여
후 나타나는 면역 반응의 차이를 분석하고자 선천

성 및 후천성 면역에 연관된 유전자들의 발현, 특
이적 항체의 역가를 확인하기 위한 균 응집 반응과

항균능에 대한 면역 지표를 각각 평가하였다. 
W/O/W 방법으로 에멀젼화 한 단독 PLGA와

PLGA-FKC 백신을 SEM을 통해 관찰한 결과로서
FKC의 유무와는 상관없이 동일한 구형의 형태로
확인되었다. 또한 에멀젼화 한 PLGA-FKC 백신 내

FKC가 정상적으로 봉입 되었는지 확인하기 위해
살아 있는 E. tarda를 동일한 방법으로 에멀젼화 한 
후 배지에 도말하였다. 그 결과 E. tarda의 집락이 형
성되었으며 이러한 결과는 PLGA-FKC가 정상적
으로 제조되었다는 사실을 암시하고 있다(Fig. 1).

Fig. 2는 FKC와 PLGA-FKC 백신을 구강 및 복강
으로 투여한 후 염증성 사이토카인의 일종인 TNF-
α, IL-1β 및 IL-6, 그리고 항염증성 사이토카인의
일종인 IL-10에 대한 유전자 발현을 보여주고 있
다. 염증성 사이토카인은 림프구를 직접 활성화

(Huttenhuis et al., 2006)하거나 대식세포, 자연 살해
세포(NCC) 및 다른 사이토카인의 활성과 방출을
유도함으로써 면역 반응을 자극한다고 알려져 있

다(Low et al., 2003). 염증성 사이토카인의 발현 양
상을 보면 FKC군 및 PLGA-FKC군 TNF-α에서 2주
차 및 4주 차에 최고점을 보이며 6주 차부터 감소
하는데, PLGA-FKC군이 FKC군 대비 완만하게 감
소하는 양상을 보이고 있다. 이러한 결과는 FKC 
자체의 항원이 에멀젼화 없이 직접 투여되어 단시

간 내에 면역반응이 급격히 일어났으며 시간이 지

남에 따라 항원성이 급격히 감소한다는 사실을 암

시해 주고 있다. 한편 PLGA로 에멀젼화 된 PLGA- 
FKC의 경우 단시간 내에는 FKC와 동등한 항원성
을 보이지만 시간이 지남에도 불구하고 FKC에 비
해 항원성이 유의성 있게(p<0.05) 지속되었다. 이
러한 결과를 고려해 볼 때 PLGA에 봉입된 FKC 
항원이 PLGA의 적절한 체 내의 생분해 과정을 거
쳐 2차 면역기관들에 지속적으로 자극 되었을 것

A

  

B

Fig. 1. Scanning electron micrograph of PLGA microparticles encapsulating E. tarda formalin-killed cells (A). Scanning 
electron micrograph of PLGA microparticles encapsulating non-E. tarda formalin-killed cells (B).
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으로 추정된다.
항염증성 사이토카인의 일종인 IL-10은 활성화

된 대식세포와 조절 T세포에 의해 생성되는데 대
식세포의 기능을 억제하는 것으로 보고되고 있다

(Fiorentino et al., 1991). 비록 염증성 사이토카인들
이 IL-10의 발현량에 비해 상대적으로 낮았지만 2
주 차 및 4주 차에 염증성 사이토카인이 최고점의
발현량을 보일 때 IL-10도 동시에 급상승하는 양상
을 보였다. 이러한 결과는 항염증성 사이토카인과
염증성 사이토카인과의 상대적인 길항작용에 의

한 것으로 해석될 수 있다(Zhang and An, 2007). 
PLGA-FKC군에서는 구강 및 복강 접종에 상관없
이 10주 차에 모든 사이토카인들의 발현이 대조군
대비 유의성 있게 증가(p<0.05)하였다.
백신의 후천성 면역효과를 알아보기 위해 IgM, 

TCR 및 MHC class II에 대한 유전자 발현을 분석한
결과 모두 6주 차까지는 상승하였으나 8주 차부터
는 하락하는 양상을 보였다(Fig. 3). 그럼에도 불구

하고 PLGA-FKC군에서는 8주 차 및 10주 차 모두
에서 대조군 대비 유의성 있는 증가(p<0.05)가 관
찰되었다. 도움 T세포의 TCR은 항원제시세포가 제
시하는 외부 항원 펩타이드와 결합된 MHC분자와
결합함으로써 도움 T세포 자체가 활성화되어 면
역체계의 중추적 역할을 수행한다. 또한 보조 T세
포는 면역 세포를 활성시키는 사이토카인을 분비
하며, 이는 다시 B세포의 분화, 세포독성 T세포 및
대식세포와 같은 면역 세포의 활성에 도움을 주는

역할을 수행한다. 활성화된 B세포는 다시 형질세
포(plasma cell)로 분화되어 최종적으로 항체인 IgM
을 분비한다(Punt et al., 2018). 그러므로 IgM, TCR 
및 MHC class II 유전자 발현이 동반 상승 되었을
것으로 추정된다. 

Fig. 4는 E. tarda에 대한 어체 내의 항체 역가를
기간별로 확인하기 위해 수행된 균 응집반응에 대

한 결과를 보여주고 있다. 전체적으로 FKC군 및
PLGA-FKC군 모두 대조군 대비 유의성 있는(p< 
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Fig. 2. Effects of FKC and PLGA-FKC on relative mRNA gene expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-10 in 
Israeli carp. I. carp were P.O. and I.P. administered by FKC or PLGA-FKC (n=4). Bars represent means±standard 
errors of the mean (p < 0.05).
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0.05) 차이를 보여주었지만, 10주 차의 경우 유의
성이 감소된(p<0.05) FKC군에 반해 PLGA-FKC군
에서 대조군 및 FKC군 대비 유의적인 차이(p< 
0.05)가 관찰되었다. 이와 같은 결과는 PLGA의 항
원 캡슐화 작용을 이용한 백신이 기존 방식인 FKC 
백신보다 면역 관련 유전자의 발현도가 높으며

(Kunugi and Yamaoka, 2012), 지속 기간 또한 오래

유지될 수 있기에 추가적인 부스팅 없이 단 회 투

여만으로도 우수한 효과성을 지녔다고 판단된다. 
FKC 및 PLGA-FKC 백신을 투여한 후 4주 차

및 10주 차, 총 2회에 걸쳐 공격 실험을 진행한 후
4주 차에서 FKC 및 PLGA-FKC군에서 비슷한 상
대 생존율을 보였으나 10주 차에는 PLGA-FKC군
에서만 구강 접종의 경우 60%, 복강 접종에서는
70%의 높은 상대 생존율이 관찰되었다(Fig. 5). 이
러한 결과는 10주 차까지 유지되는 면역지표와도
상당한 연관이 있으며, 우리나라 수산용 백신의

60%의 상대 생존율 기준(Moon et al., 2009)도 충족
하였기에 PLGA는 어류 백신에 있어 뛰어난 면역
반응 유도에 충분히 적합하고 유망한 면역자극제

로 사용될 수 있음을 시사한다.
PLGA의 항원 방출 기간 연구(Corrigan and Li, 

2009)에서 보고되었던 바와 같이 PLGA로 항원을
코팅한 캡슐화 백신은 오랜 기간 지속적으로 항원

을 방출하여 면역 세포를 활성화 시킨다. 본 연구
의 실험 결과에서도 PLGA-FKC 백신이 FKC 백신
대비 면역 관련 유전자의 발현이 유의성(p<0.05)있
게 높게 나타나는 것으로 확인되었으며, 이는 면역
계의 산물인 기억 세포의 형성과 그 수의 증가에

의한 것으로 해석할 수 있다. 또한 E. tarda 공격 실
험에서 나타난 상대 생존율을 고려해 볼 때 PLGA- 
FKC 백신은 동일한 항원에 다시 노출되었을 때
기존 FKC 백신보다 매우 높은 생존율을 유지하는
것으로 추정할 수 있다.
결과적으로 본 연구에서 성어를 대상으로 PLGA- 
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Fig. 3. Effects of FKC and PLGA-FKC on relative mRNA 
gene expression of IgM, TCR and MHC classII in I. 
carp. I. carp were P.O. and I.P. administered by FKC 
or PLGA-FKC (n=4). Bars represent means ± standard 
errors of the mean (p < 0.05).

Fig. 4. Agglutination titer of I. carp serum against E. 
tarda (n=4). Bars represent means ± standard errors of 
the mean (p < 0.05).
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FKC 백신의 복강 투여는 물론 구강 투여에 있어서
도 면역증강으로 인한 항 병원성 효과가 입증되었

기에 추후 E. tarda와 같은 세균 및 바이러스와 같은 
다양한병원성미생물을항원으로한구강면역 PLGA 
캡슐화 백신에 대한 후속적인 연구가 요구된다. 
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