
한국어병학회지 제24권 제1호

J.Fish Pathol., 24(1) : 39~45 (2011) 단  보

수온에 따른 넙치의 특이 항체 반응
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The specific antibody response of olive flounder, Paralichthys olivaceus to different water temperature were tested 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In the rearing temperature of 15℃, first anti-bovine serum albumin 
(BSA) antibody titer was appeared after 14 days of immunization, whereas 24∼48 days post-immunization (PI) 
resulted maximum antibody titer in all 5 experimental fish with optical density (OD) values 1.94∼3.04. At the end 
of the experiment (84 days), 0.03∼1.28 OD values were observed. In the rearing temperature of 12∼13℃, first 
antibody titer was found 28 days PI in 2 out of 5 fish. Three fish shown high OD titer (1.88∼2.68) between 56 
and 70 days and OD values of 0.49 to 2.35 were observed at 84 days. However, the anti-BSA antibodies of two 
fish showed less than 0.8 OD values until 84 days. In the rearing temperature of 10℃, specific antibody appeared 
at 56 days, maximum antibody titer was observed at 70 days in 2 out of 5 fish (OD values: 1.37∼1.53) and 1.00 
to 1.11 OD values were observed at 84 days. Rest 3 fish showed OD values of 0.12 to 0.68 much below to that 
of other 2 fish, throughout the experimental period. In conclusion, specific antibody response of olive flounder at 
high temperature was much faster, higher and longer than that at lower temperature.
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항체 검출 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)는 혈액 내의 특정 항원에 대한 항체의 존재

를 검사하는 방법으로 저렴한 비용으로 다수의 샘플 

처리가 가능하고 검출 감도가 높아 사람이나 가축에

서는 병원체의 감염 이력의 파악, 건강상태의 모니터

링, 백신의 효능 검증 등의 목적으로 널리 사용되고 

있다. 

어류도 포유류와 마찬가지로 항원에 노출되면 체

내에 항체가 형성된다는 사실이 증명되면서 (Corbel, 

1975; Wilson and Warr, 1992), 다양한 연구자들에 의

해 항체검출 ELISA가 어류에 적용되었다 (Yoshimizu 

et al., 1992; LaPatra, 1996; Watanabe et al., 1998; 2000; 

Okuda et al., 2006). 하지만 어류의 항체는 포유류의 

immunoglobulin G (IgG)와는 달리 친화력이 낮은 IgM

으로 구성되어 있어 (Wilson and Warr, 1992; Tort et 

al., 2003) 어류를 대상으로 항체 검출 ELISA를 적용

시, 포유류에서 나타나지 않는 문제점들이 보고되었

다. 특히 어류 항체의 비특이적 반응에 의한 높은 

백그라운드로부터 유발되는 낮은 재현성의 문제는 

(Olesen et al., 1991; Höglund and Pilström, 1995; 

Kibenge et al., 2002; Kim et al., 2007) 국제수역사무국 

(OIE)에서 항체 검출 ELISA를 진단법으로서 받아들

이지 않는 이유가 되고 있다. 그러나 최근 Kim et 

al. (2007)의 연구에 따르면 항체 검출 ELISA에서 어

류의 IgM은 블로킹제에 비특이적으로 흡착하여 높

은 백그라운드를 유발하며, 어류혈청을 5% skim milk

로 전처리 과정을 경유하여 ELISA를 실시함으로써 

어류 혈청 중의 특이 항체만을 검출하는 것이 가능하

다고 보고하였다. 또한 Kim et al. (2008)의 연구에서

는 impuritiy 항원에 의한 비특이적 반응이 문제시 

될 경우, 혈청학적으로 이종 항원을 병행한 ELISA 

시스템으로 특이 항체만을 검출하는 것이 가능하다

고 보고하였다. 이와 같이 어류에서도 항체검출 

ELISA법을 사용하여 항원에 대한 특정 항체만을 검

출하는 것이 가능하므로 항체 검출 ELISA는 진단법

으로 유용하게 사용되어 질 수 있음이 시사되었다. 

어류에서 항체검출 ELISA를 적용하기 위해서는 

항원에 대한 특이 항체가를 측정할 수 있을 뿐만 아니

라 사육환경에 따른 어체 내의 특이 항체 반응에 대한 

정보가 요구된다. 어류의 경우, 포유류와 달리 수온, 

오염물질 등의 다양한 환경조건에 따라 면역반응이 

달라지므로 (Le morvan et al., 1998; Engelsma et al., 

2003; Nakayama et al., 2008), 다양한 환경 조건에서의 

면역반응에 대한 정보는 ELISA 결과를 분석하는 데 

매우 중요하다. 그러나 항체 검출 ELISA법을 이용하

여 다양한 환경조건에서 어체 내의 특이 항체 반응을 

조사한 연구는 거의 보고되어 있지 않다.

본 연구에서는 국내 주요 양식어종인 넙치 

(Paralichtys olivaceus)를 대상으로 항체 검출 ELISA

법을 적용하기 위한 기초연구로서 넙치에 항원을 접

종한 후 사육 수온에 따른 특이 항체 반응을 항체 

검출 ELISA를 사용하여 조사하였다. 

재료 및 방법

실험어

경상남도 거제시에 위치한 국립수산과학원 어류

육종연구센터에서 사육중인 건강한 넙치 (전장: 

32~36 cm, 체중: 325~479 g)를 실험에 사용하였다. 

각각의 넙치는 개체별로 구별할 수 있게 tagging하였

으며, 수온은 15±1℃, 12-13℃ 및 10±1℃로 유지된 

1.5톤 수조에 각 10마리씩 수용하여 1주일간 순치시

킨 후 실험에 사용하였다. 실험어에는 유수식으로 

사육수를 공급하였고, 사료 투여는 상업용 pellet 사

료를 사용하여 1일 1회 투여하였다.
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Bovine serum albumin (BSA) 면역 및 혈청 분리

15±1℃, 12~13℃ 및 10±1℃ 수온에 사육 중인 넙치 

(각 5마리)에 BSA를 1 mg/ 200 ㎕ 농도로 조정하여 

복강에 주사한 후, 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56, 70, 84일째 

미부정맥에서 채혈하여 원심분리 (6000 rpm, 4℃, 20 

min)하여 혈청을 분리하였다. 대조구 (수온별 각 5마

리)는 PBS 200 ㎕를 넙치의 복강에 주사한 후 위와 

동일한 방법으로 혈청을 분리하였다. 분리된 혈청은 

실험에 사용하기 전까지 -20℃에 보관하였다.

항체 검출 ELISA
항체 검출 ELISA는 Kim et al. (2007)과 김 등 (2009)

의 방법에 준해 실시하였다. ELISA plate (Nunc, 

Denmark)에 5 ㎍ BSA/ 50 ㎕를 각 well에 분주한 후, 

37℃에서 overnight하여 항원을 coating하였다. Tween- 

20이 0.05% 포함된 PBS (T-PBS)로 3번 세척하였고 

5% skim milk를 380 ㎕씩 넣어 20℃에서 1시간 동안 

반응시켰다. 1차 항체로는 넙치 혈청을 5% skim milk

로 희석 (40배)하여 1시간 반응시킨 후, 시료 당 2개의 

well에 50 ㎕씩 분주하였고, 2차 항체로서는 5% skim 

milk로 10배 희석된 항 넙치 immunoglobulin M (IgM) 

monoclonal anitbody (M7C3-4, Shin et al., 2007)를 50 

㎕씩 분주하였으며, 3차 항체로서 5% skim milk로 

1000배 희석된 peroxidase conjugated 항 마우스 IgG 

돼지 혈청 (DakoCytomation, Denmark)을 50 ㎕씩 분

주하였다. 각각의 항체 반응은 20℃에서 1시간 동안 

반응하였다. T-PBS로 5번 수세하였고 ELISA 발색액 

(100 mM Na2HPO4, 50 mM citric acid, 1 mg/ 1 ㎖ 
o-phenylenediamine, 0.03% H2O2)을 각 well에 50 ㎕씩 

분주한 후 20℃에서 15분 동안 발색하였다. 각 well에 

2N H2SO4를 50 ㎕씩 넣어 발색 반응을 중지시킨 후 

ELISA plate reader (Spectra max 340, USA)로 492 nm

에서 OD값을 측정하였다.

통계 분석

항체 검출 ELISA로 얻은 결과는 SPSS (Statistical 

Package for the Social Sciences, Ver. 18) 프로그램을 

이용하여 ANOVA test를 시행하였고, 사후분석으로 

수온구간별 시간경과에 따른 항체가의 유의적인 차

이를 확인하기 위해 Tukey test를 실시하였다 

(p<0.05). 

결과 및 고찰

사육수온에 따른 넙치의 특이 항체 반응을 조사하

기 위해 15℃, 12∼13℃ 및 10℃ 수온에 사육중인 넙치

에 BSA를 면역시킨 후 주기적으로 혈액을 취해 BSA

에 대한 항체가를 측정하였다 (Fig. 1). 수온 15℃에서

는 BSA 접종후 14일째부터 특이 항체가를 나타내는 

개체가 확인되었고 (OD값: 0.69), 28∼42일에는 모든 

개체 (5개체)에서 가장 높은 항체가 (OD값: 1.94∼
3.04)가 관찰되었다 (Fig. 1A). 항체가는 28일과 42일

을 기점으로 천천히 떨어지기 시작하였으며, 면역 84

일째는 OD값이 0.03∼1.28로 감소되었다. 수온 12∼
13℃에서는 수온 15℃보다 14일 늦은 시점인 28일째

부터 항체가를 확인할 수 있었다 (OD값: 0.14∼0.25) 

(Fig. 1B). 5개체 중 3개체에서 56∼70일에 가장 높은 

항체가 (OD값: 1.88∼2.68)가 확인되었으며, 그 후 항

체가는 천천히 떨어지기 시작하여 면역 84일째에는 

0.49∼2.35의 OD값이 관찰되었다. 그러나 2개체의 경

우는 면역 84일까지 0.8 이하의 OD값을 나타내었다. 

수온 10℃에서는 수온 15℃보다 42일 늦은 시점인 

56일째부터 항체가가 확인되었다 (OD값: 0.11∼0.83) 

(Fig. 1C). 5개체 중 2개체에서 면역 70일째 가장 높은 

항체가가 (OD값: 1.37∼1.53)가 확인되었으며, 그 후 

항체가는 천천히 떨어지기 시작하여 면역 84일째에

는 1.00∼1.11의 OD값이 관찰되었다. 이에 반해 3개체
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에서는 항체가가 천천히 상승하여 면역 84일째까지 

0.12∼0.68의 OD값을 나타내었다. 146일째 혈액을 취

해 항체가를 측정한 결과에서는 15℃, 12∼13℃, 10℃
에서 각각 0.00∼0.41, 0.00∼0.31, 0.00∼0.41의 OD값

을 보여 특이 항체가 존재하는 개체도 관찰되었으나 

대부분의 개체에서 항체가는 검출되지 않았다 (자료

게재 생략). PBS를 면역시킨 대조구의 넙치에서는 

수온과 관계없이 모든 개체에서 항체가가 관찰되지 

않았다 (Fig. 1A, 1B, 1C). 수온구간별 시간경과에 따

른 항체가를 ANOVA test로 분석한 결과에서는 28일

과 42일째 15℃와 12∼13℃ 및 15℃와 10℃의 항체가

에 유의적인 차이가 관찰되었다 (p<0.05) (Fig. 2). 이상

의 결과로 넙치의 특이 항체 반응은 사육수온 15℃, 

12∼13℃ 및 10℃에서 형성되나 수온별로 차이를 보

임을 확인할 수 있었다. 특히 항체 반응은 개체간에 

차이를 보이나 수온이 높을수록 항체 형성이 빠르고 

항체가도 높게 나타나는 반면 수온이 낮을수록 항체

형성이 늦고 항체가도 낮게 나타나는 것이 확인되었

다. 또한 특이항체 반응의 지속기간도 수온이 높을수

록 길게 나타나는 것으로 확인되었다. 유사한 결과로

서 Yoon et al. (2010)은 넙치의 특이 항체 생성 세포 

(specific antibody secreting cell)의 수는 낮은 수온 (1

2℃)에 의해 감소하나 높은 수온 (22℃)에 의해서는 

증가한다고 보고하였다. 이와 같이 넙치의 특이 항체 

반응은 사육 수온과 밀접한 연관성이 있는 것이 확인

되었고, 사육 수온이 낮을수록 특이 항체 반응은 낮게 

나타남이 확인되었다.

본 연구는 넙치에 항체 검출 ELISA를 적용하기 

위한 기초연구로서 사육수온에 따른 넙치의 특이 항

체 반응에 대한 정보를 구축하고자 하였다. 본 연구의 

결과, 넙치의 특이 항체 반응은 사육 수온과 밀접한 

연관성이 있음이 확인되어, ELISA를 넙치 양식 현장 

에 적용시 사육수온과 본 연구의 결과 (넙치의 특이 

항체 반응은 사육수온 15℃, 12∼13℃ 및 10℃에서 

형성되나 수온이 높을수록 항체 생성시점이 빠르며, 

생성된 항체의 지속기간 및 항체가가 높게 나타남)를 

고려하여 ELISA 결과를 분석하여야 할 것으로 사료

된다.  더욱이 사육수온뿐만 아니라 개체간에 

Fig. 1. Changes of specific antibody titer of olive flounder,
which were cultured in water temperature 15℃ (A),
12-13℃ (B) and 10℃ (C), respectively after 
immunizing with bovine serum albumin (BSA). 
Fish serum was treated with 5% skim milk (1:40)
and subjected to a BSA-detection ELISA.
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Fig. 2. Specific antibody response in serum from olive 
flounder kept at three different temperatures after
intraperioneal injection with BSA (mean; n=5). a 
significant difference between 12~13℃ and 15℃
(p<0.05). b significant difference between 10℃ and
15℃ (p<0.05).

도 항체반응에 뚜렷한 차이를 보이므로 (Fig 1B, 1C의 

경우, 항체가가 높게 나타나는 개체와 낮거나 거의 

관찰되지 않는 개체가 관찰됨), 넙치 양식장에서 병

원체의 감염 이력 파악 및 건강상태 모니터링 등을 

실시할 경우, 각각의 개체를 대상으로 ELISA 결과를 

분석하는 것보다는 군을 대상으로 분석하는 것이 타

당할 것으로 사료된다. 

사육환경에 따른 어류의 특이 항체 반응에 대한 정

보는 백신의 사용시점, 백신처리 기간 등 백신 개발에 

대한 유용한 정보를 제공한다. 본 연구의 결과는 저수

온기에 사육중인 넙치를 대상으로 백신을 개발하는데

도 유용하게 사용되어 질수 있을 것으로 사료된다. 

요 약

본 연구에서는 넙치를 대상으로 항체 검출 ELISA

법을 적용하기 위한 기초연구로서 넙치에 BSA를 면

역시킨 후 사육 수온에 따른 특이 항체 반응을 항체 

검출 ELISA법을 사용하여 조사하였다. 수온 15℃에

서는 면역 후 14일째부터 BSA에 대한 특이 항체가가 

형성되는 개체가 확인되었고 (OD값: 0.69), 28∼42일

에 가장 높은 항체가 (OD값: 1.94∼3.04)가 관찰되었

으며, 면역 84일째는 0.03∼1.28의 OD값이 관찰되었

다. 수온 12∼13℃에서는 면역 후 28일째부터 항체가

가 관찰되었고 (OD값: 0.14∼0.25), 3개체에서 56∼70

일에 가장 높은 항체가 (OD값: 1.88∼2.68)가 확인되

었으며, 면역 84일째에는 0.49∼2.35의 OD값이 관찰

되었다. 2개체의 경우는 면역 84일까지 0.8 이하의 

OD값을 나타내었다. 수온 10℃에서는 면역 후 56일

째부터 항체가가 확인되었고 (OD값: 0.11∼0.83), 2

개체에서 면역 70일째 가장 높은 항체가가 (OD값: 

1.37∼1.53)가 확인되었으며, 면역 84일째에는 1.00

∼1.11의 OD값이 관찰되었다. 이에 반해 3개체에서

는 항체가가 천천히 상승하여 면역 84일째 0.12∼
0.68의 OD값을 나타내었다. 이상의 결과로 넙치의 

특이 항체 반응은 개체별로 차이를 보이나 수온이 

높을수록 항체 형성이 빠르고 항체가도 높게 나타나

며, 지속기간이 길게 나타나는 것이 확인되었다. 
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