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서 론. Ⅰ

Kudoa septempunctata는 포자충(myxozoa  )

일종  개  극낭  가지는 포자  5~7 (spore)

태  (Paralichthys olivaceus  근 에 분포)

면    가능  시스트를 

지 고 에 는 외 상 병  증상  나타내

지 는 Kudoa  신종  보고 었 며 그  sp. , 

에  연구도 게 진행 고 있다

(Matsukane Y et al. 2010; Sugita-Konishi Y et al, 

본 종에  논란2015; Takeuchi F et al, 2016). 

  월 공식  사 복통 등  증2011 6 , 

사  원인  본 충에 감염  회를 언

 이후  양식과 소(Kawai T et al. 2012), 

가  일본과 국에  다양  연구가 이

루어지고 있 며(Kawai T et al. 2012; Iwashita Y 

2013; Sugita-Konishi Y et al. 2014; Song 

Jun-Young et al. 2013; 2014; Kim Wi Sik et al. 

일본 내에  생2015; Yokoyma H et al. 2015), 

는 식 독 사   매  건 이상이 쿠도  50

포자충에 감염  를 날것  취  이

후 생  보고 고 있어(Ministy of 

넙치에 기생하는 쿠도아 액포자충(Kudoa septempunctata 의 ) 

활성 확인을 한 염색법의 비교
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Abstract

Consumption of Paralichthys olivaceus in raw fish have been reported as the cause of outbreaks of 

food-born illness, and Kudoa septempunctata in muscle of Paralichtys olivaceus was suggested with the 

causative agent. For this reason, distinguish of vital and dead spore is important to study survivability of 

Kudoa septempunctata in human intestinal condition and in vitro inactivation of Kudoa septempunctata. In 

this reports, we suggest NR & MB (Neutral red and Methylene blue) staining method that is easier and 

simpler than the previously described HO & PI (Hoechst33342 and Propidium iodide) method according to 

a experimental condition.
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여 식품 상  해  에 해 논란

이 고 있다. 

쿠도  포자충  생 사는 직 명 히 

 있지 지만 진 다른 쿠도  포자

충과 사  것  단 며(El-Matbouli M and 

Hoffmann RW 1998; Yokoyama H 2004), K. 

septempunctata  경우  근  내 다량  포자

태  존재 는 단계에  를 회  (spores) 

같  날것  취했   사 구토  복통 , 

등  식 독 증상  일 키며 이것  쿠도  , 

포자충이 살 있는 상태에  장내 도달했   

나타나는 상일 것  추 고 있다 보고에 . 

르면 K. septempunctata가 인체에 포자  태

 장내에 도달 면 포자는 포자원 질 

 출 다 포자원 질  장  단(sporoplasms) . 

포 에 도달 여 손상  주고 이 포자원 질

이 식 독 증상  는 원인체  작용  것

 해 고 있다(Ohnishi T et al. 2013; 2016; 

그러나 이러  증상  Shin San Phil et al. 2015). 

생 지 시간 이내에 었다고 다24 . 

라  K. septempunctata에  식 독  

 가진 포자원 질이  근  내에 얼마

나 존재 는지가 시 며 포자가  가진 

상태인지  상태인지를 는 것이 식

독 연구에 있어 요  부분이다 이를 인. 

  법  모색  해 생체조직  

상  포  상태를 인 는 법  사

용 는 는 Hoechst33342( SYTO®   9) Propidium 

를 사용  법이 시 었다iodide (Yokoyama H 

본 법  미경  통 여 et al. 2016). 

인 가능  법  결과  도는 높 나 실

험  경이 그에 합 지  즉 , 

미경과 같  에 요  장 가 갖추어  있

지  상황에  인   있는 법이 없어 

일  사용 는 미경  이용   있

는 법  모색    Neutral red Methylene 

를 합 여 사용  염색법blue (Freshney R 1987; 

이 실용 이 있어 본 법에 Georges K 1935)

 용   보고자 다.  

본 보고에 는 과  간단히 live cell dead cell

구분 는 염색법과 법  trypan blue vital staining

가지인 염색  변 인 Neutral red Neutral red 

 를 합 여 사용 는 염색법Methylene blue

이후 염색법 그리고 이미 쿠도  ( NR & MB ), 

포자충   인 는 법  사용 고 

있는 법 이후 Hoechst33342 & Propidium iodide ( HO 

법  다& PI ) . 

재료  방법. Ⅱ

실험어  포자액 비1. 

실험에 사용  감염어는 쿠도  진단 매뉴얼  

검사법에 라 쿠도  진단 매뉴얼 근Live ( , 2014) 

 당 1g 106개  Kudoa septempunctata 포자를 

가진 것  인  감염 체  약 를 ( 500g)

실험실  이송 여 근 부분만 취 여 실험에 

사용 다 이  쿠도 포자충  특 에  . 

연구보고  실험실내 사 실험 결(MAFF, 2016)

과를 탕   가진 쿠도  포자live 

충  이송 즉시  냉장보  시간 이내에24 , 

그리고 포자인 쿠도  포자충  dead 

냉동 여 시간이 지난 근  균(-80 ) 24℃

질  다 균질  근  량  후  . 1g PBS

합 여 쉬pore size 100 (cell strainer, BD ㎛ 

에  거른 후 다시 이  Falcon) 1 pore 

쉬 에  size 40µm (cell strainer, BD Falcon) 2

걸러 포자충  다 이  마. 1.5ml 

이크 튜 에 나 어 분간 원심 고 1500rpm, 10

상등  버리고 를 가 여 침  희 고 PBS

가 도  여 실험용 포자  사용5ml

다.    

염색법 비교2. 

는 Trypan blue 0.4% trypane blue stain (Gibco)
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 사용 여 포자 과 염색    상5:1

 는 에  분간 시  30 10~15℃

다 염색. NR & MB(Neutral red & Methylene blue)

법  과 0.05% neutral red 0.05% methylene blue

  어 이  포자 과 다시  1:1 1:1 3

분간 시  다 법  5 , 10 . HO & PI℃

는  Hoechst33342(Sigma) 28µg/1 , Propidium ㎖

는  상 에 는 분iodide(Sigma) 1µg/ 30 , 35㎖ ℃

에 는 분 시  미경15 (Axio Imager, 

 다Zeiss) .

결 과. Ⅲ

와 염색법1. Trypan blue NR & MB 

 염색  경우  가진 살Trypan blue

있는 쿠도 포자는 염색  지 지만 

 죽  포자는 극낭에 푸른 염색  약 게 나

타낸다 이에 해 염색  실시  쿠. NR & MB 

도  포자는  가진 경우는 포자  극낭에 

자색  보라색  진  염색 이 뚜 게 

며  포자  경우는 극낭에 염색  

나타내지 는 것  었다 [Fig. 1]. 

법2. HO & PI 

법  실시  경우  가진 쿠도HO & PI , 

 포자충   결합 여 푸른Hoechst33342

색  이 뚜 게 나타나지만 같  , 

상에  붉 색  는 Propidium 

에는  나타내지 다 이에 iodide . 

해  포자  경우 푸른색  과 붉

색  이 거  동일  포자에  모  

는 것  인   있었다 [Fig. 2].

[Fig. 1] Comparison of Trypan blue(TB) stain and Neutral red & Methylene blue(NR & 

MB) stain against live and dead Kudoa spetmpunctata spores. (bar=5 m) µ
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[Fig. 2] HO & PI(Hoechst33342 & Propidium iodide) stain against live and dead Kudoa 

septempunctata spores. (bar=20 m) µ

고 찰. Ⅳ

생  연구에 있어 포 과 vital cell( )

포  구분  자주 용 는 연dead cell( )

구법 , Kudoa septempunctata  사람에  

향조사에 도 용 게 용 고 있다

생체염색(Yokoyama et al. 2016).  Vital staining( )

 원리는 포  식작용 능 과 (phagocytosis)

포막에  과  이용  법이 (permeability)

가장 본 이며 근에는 (Georges K, 1935), 

포  에 질  시킴 써 DNA

에 라 미경이나 포분  등  용

여 포  상태를 인 는 법이 많이 

용 고 있다 실험실 조(Francis B et al. 1994). 

건에 는 래 부  가장 일  죽  포

를 염색 는 에  염색법이나 살trypan blue

있는 포를 염색 는 계열  염색aniline , 

나  같  단염색법이 neutral red methylene blue

사용 었 나 근 실험  달  량  , 

시료를 인  없이 포에  

 지  계 인   있는 법들, 

이 리 용 고 있다. 

쿠도  포자충  도 인에 있어 도 

미경  이용  법이 용 고 있HO & PI

지만 실험 경에 라 (Yokoyama H et al. 2016), 

이러  편리  실험 들이 모든 연구시 에 갖

추어  있는 것  니며 소량  시료들  간편

 법  처리 여 미경  이용 여 

인   있는 법이 요구 었다 이에 포  . 

를 인 는데 사용 는 몇 가지 염색법

 쿠도  포자충에 용해 본 결과, trypan 

염색  경우  포자에 염색  가지blue 

는 지만 그 이 약 여 포자  
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미경  구분이 명 지 다. Neutral 

염색  포  에 결합 여 red lysosomes

택  염색  나타내어 포    독

 평가에 용도가 높  염색법  이미 잘 

 있지만 쿠도  (Guillermo R et al. 2008) 

포자충  염색에는 미경상에 명  색 

구분   도에 부족함이 인 었다. 

단염색  경우도 포 양 시 Methylene blue 

포 장  과 포  계 에  민감 고 

용 다는 보고도 있지만 살 있는 포  죽  

포  구분에는 염색법이 이  가Neutral red 

지는 에 (Elliott W M and Auersperg N 1993) 

 를 함께 사용 는 Neutral red Methylene blue

염색법  용 다 본 법  포자NR & MB . 

 극낭  자주색  염색시  가시  뚜

 염색상  나타내어 미경상  에 매

우 용 다 다양  에  포자  태  . 

에도 용이 여  번  염색   시야에, 

 포자   태 에 모  용  

 있다는 에  편리 다  포  구. 

분에 있어 도 에  과 큰 이HO & PI

를 인   없  도  과  쿠도

 구분에 좋  결과를 나타내었다.

개  극낭  가지는 5~7 Kudoa septempunctata  

경우  가지는 포자는 극낭이 모  자주색 

 보라색  염색 어 는데 경우에 , 

라  개 포자  개 극낭 에  염색 는 5~7

극낭과 염색이 지 는 극낭이 어 포자

 도를 염색  극낭  개 도 짐작   

있  것  사료 었다.

간단  염색법  통 여 염색   시약

과 미경 없이도 포자  포자를 

구분   있다는 것  쿠도  포자충  연

구를 매우 편리 게 해  것  보이며 이 후, , 

포자  포자  인 구분  거

나 포자  등 에 라 염, (pH ) NR & MB 

색과 법  동시에 실시 여 계 를 통HO & PI 

여 염색  이를 명 게 나타낼  있도

 추가 인 인이 요  것  보이며 쿠도, 

 포자충  생 사  여 태 인 연구에 

요  다양  염색법에  고 이 이루어 야 

 것  보인다.
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