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및 병원성 그람음성 세균에 대한 약효 평가
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This study was performed to delineate pharmacokinetic residue characteristics of lincomycin (LM) 
in olive flounder at low water temperature (13℃), and to examine whether LM is effective against 
main Gram-negative pathogens. It was observed that the times for residue declined below the maximal 
residue limit (0.1 mg/kg) in the muscle was, respectively, 32, 33 and 55 days following 10, 20 and 
40 mg/kg intramuscular LM injections. The in vitro MIC value of LM against Edwardsiella piscida 
was higher than 256 μg/mL and against Vibrio harveyi 32 μg/mL when examined with several clinical 
isolates. These results suggest that the withdrawal time of LM should be more than 30 days in consid-
eration of the 10 mg/kg employed as the regular clinical dose. It was also found that LM administered 
to treat streptococosis in olive flounder is not likely to be effective against some pathogenic Gram-neg-
ative bacteria.
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서   론
 

넙치(Paralichthys olivaceus)는 국내 양식 산업 

의 대표어종으로 2021년 우리나라 어류 생산량

(41,800톤), 생산금액(6,620억 원) 모두 1위를 차지

하는 산업적으로 매우 중요한 어종이다(KOSIS, 
2021). 

2015년 전남과 제주에서 실시한 폐사 모니터링

에 따르면, 넙치 양식장에서 발생한 세균성 질병의 

원인으로는 연쇄구균병(Streptococcosis, 9.76%), 비
브리오병(Vibriosis, 1.35%), 활주세균증(Flavobac-
teriosis, 1.22%) 및 에드워드병(Edwardsiellosis, 0.55 
%)이 있으며 이 중 연쇄구균병이 가장 큰 피해를 

주고 있는 것으로 보고되었다(Shim et al., 2019). 
Lincomycin (LM, Fig. 1)은 lincosamide 계열 항생

제로서 방선균속 세균인 Streptomyces lincolnensis
로부터 분리되어 penicillin계열 항생제에 대하여 

과민반응이나 내성이 발생할 경우 사용된다(박, 
2010). LM의 작용기전은 세균의 50s ribosome에 부

착하여 transpeptidation과정을 억제함으로써 단백

질 합성을 방해하여 정균작용을 일으키는 것으로 

알려져 있다(Josten and Allen, 1964; Chang et al., 
1966) 또한, Macrolide계 항생제와 antibacterial spec-
trum, 작용 mechanism이 유사하여 두 계열 모두 

Mycoplasma나 원충 Plasmodium을 살상하는 특징

이 있다. 
LM은 그람양성균인 S. parauberis와 S. iniae에 

대해 우수한 항균 활성이 보고되었으며(Kim et al., 
2019), penicillin계열의 amoxicillin과 ampicillin에 

내성(MIC 64 μg/mL 이상)을 가진 S. parauberis에 

대하여 최소억제농도(minimal inhibitory concen-
tration, MIC)를 평가한 결과 β-lactam 내성 균주에 

매우 높은 감수성(MIC 0.25-4 μg/mL)을 보였다(Lee 
et al., 2022).

현재 우리나라에서 LM은 넙치의 연쇄상구균증 

치료를 위하여 10 mg/kg의 용량으로 5일 반복 경구

투여, 또는 근육내 단회 주사로 사용할 수 있도록 

허가되어있다(NIQS, 2022). 본 연구에서는 LM을 주

사제로써 수산용의약품으로 승인하기 위하여 휴

약기간 도출을 목적으로 수행하였던 시험 결과의 

주요 내용을 포함하고 있다.
항생제를 임상적으로 사용하는 경우에 잔류허

용기준에 도달하는 시간의 평가에 있어서는 약제

의 소실이 최대한 늦어지는 조건에서의 평가 결과

가 필요하다. 그러나 이미 Lee et al. (2022)의 시험

에서는 빠른 배설이 나타나는 것으로 추정되는 적

수온인 21℃에서 잔류 경향이 평가되었다. 따라서 

본 연구에서는 최악의 배설 시나리오를 가정하여 

휴약기간이 최대가 될 것으로 예상되는 13℃의 조

건에서 LM을 투여하였을 때, 넙치에서의 잔류성

을 평가한 뒤 휴약기간을 도출하였다. 또한, 현재 

LM의 임상적 허용은 넙치 연쇄구균증에 국한되어 

허가되어 있으나 그 외의 넙치에서 발생하는 그람

음성 세균 질병을 유발시키는 Edwardsiella piscida 및 
Vibrio harveyi에도 효과가 있는지 확인하고자 하였다.

본 연구 결과는 국내에서 넙치의 연쇄구균증 치

료제로 사용 시 임상용량 및 고용량의 사용에 따른 

잔류상황을 이해하는 데에 도움이 될 수 있을 것이

며, LM이 연쇄구균 이외의 병원성 세균에 감수성

이 있는지도 살펴볼 수 있을 것이다.

재료 및 방법

시약 및 재료

시험관 내 유효성 평가(in vitro), 실험실적 잔류

시험 및 HPLC-MS/MS 분석에 사용된 LM 표준품

은 lincomycin hydrochloride (Sigma-Aldrich, St 
Louis, MO, USA)를 사용하였다. 세균 배양배지

(brain-heart infusion, BHI)는 Becton-Dickinson사
(USA)에서, 전처리 및 분석 용매로 사용된 물, 아
세토니트릴(acetonitrile, ACN) 및 메탄올(methanol, 
MeOH)는 Burdick & Jackson사(Muskegon, MI, 
USA)에서, primary secondary amine (PSA) 및 C18은 

Fig. 1. Chemical structure of lincomycin. C18H34N2O6S 
(molecular weight 406.53 g/mol)  
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Thermo Fisher Scientific사(Cleveland, OH, USA)에
서 구매하여 사용하였다. 기타 시약들은 Sigma- 
Aldrich사에서 구매하여 사용하였다. 

LM의 시험관 내(in vitro) 유효성 평가

 시험에 사용된 균주는 E. piscida 9개 균주 및 

V. harveyi 4개 균주로 총 13개 균주를 제주해양수

산연구원, 국립수산과학원, 표준균주(ATCC) 및 자

체분리 등을 통하여 수집하였다(Table 3).
LM에 대한 각 균주의 시험관 내 감수성을 broth- 

microdilution법을 사용하여 MIC를 측정, 평가하였

다. 즉, 시험용 균은 BHI 배지에서 28℃로 24-48시
간 배양한 후 사용하였으며 LM은 256-0.125 μg/mL 
범위로 2배 단계 희석하였다. BHI 배지로 희석된 

LM을 96-well plate에 100 µL 씩 분주한 후 시험용 

세균을 100 µL(최종농도 5.0×105 CFU/mL)씩 첨가

하여 28℃에서 24-48시간 동안 배양하였다. 대조

군(0 μg/mL)에는 LM 대신 phosphate-buffered saline 
(PBS)를 첨가하였으며, 음성대조군에는 LM과 균 

희석액 모두 넣지 않고 BHI 배지와 PBS만을 넣어 

배양하였다. 이상의 실험은 3반복으로 수행되었

다. 효과적인 육안 판단을 위하여 0.2 mg/mL의 p- 
iodonitrotetrazolium violet (p-INT)을 30 µL를 가하

여 2시간 동안 반응시킨 후 INT formazan의 생성에 

의한 적색이 나타나지 않는 최소농도를 MIC로 설

정하였다.  

HPLC-MS/MS를 이용한 잔류 분석

1) 시료 추출 및 HPLC–MS/MS 분석

  1.1) HPLC-MS/MS를 이용한 lincomycin 분석

Table 1. HPLC-MS/MS analytical conditions

Parameter Conditions
HPLC

Mass spectrometry
Column

Column temperature

QSightTM LX-50
QSight 420 MassSpec

2.1 mm × 150 mm, 3.5 μm C18 (Brownlee SPP C18)
40℃

Mobile phase Time (min) 0.1% formic acid in 
water (%)

2 mM ammonium formate, 0.1% 
formic acid in ACN (%)

Gradient

0
1
6

10
15

15.1
20

90
90
60
5
5

90
90

10
10
40
95
95
10
10

Run time 
Flow rate

Injection volume
Ionization mode
Gas temperature 

Gas flow 
Gas flow 

Collision voltage

20 min
0.3 mL/min

5 µL
positive (+) ion electrospray

320℃ (N2)
7 L/min
30 psi
7 eV

Scan type
Multiple reaction monitoring (MRM mode)

Precursor ion (m/z)  Fragment ions (m/z) Collision energy (eV)

Lincomycin 407
126
172
359

30
2

18
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LM 분석에 사용된 기기는 액체크로마토그래피

(QSightTM LX-50, perkinelmer, Waltham, MA, USA)
를 사용하였으며 질량분석기(QSight 420 MassSpec, 
Perkin-Eelmer, Waltham, MA, USA)를 검출기로 사

용하였다. 분석은 Brownlee SPP C18(2.1 mm × 150 
mm, 3.5 μm C18)컬럼을 사용하였으며, 온도는 40℃
를 유지하였다. 0.1% formic acid in water를 이동상 

A, 2 mM ammonium formate, 0.1% formic acid in 
ACN을 이동상 B로 사용하였고 유속은 0.3 mL/ 
min, 주입량은 5 µL로 하여 gradient를 설정하였다

(Table 1).  

  1.2) 시료의 추출

식품의약품안전처에서 고시한「식품의 기준 및 

규격」에 따라 LM 전처리를 수행하였다. 균질화된 

넙치 근육 2 g 을 0.1 M Na2EDTA in 50 mM ammo-
nium acetate 1 mL를 첨가하여 산처리 후, 2 mM 
ammonium formate 9 mL를 첨가하여 5분간 진탕하

였다. 10,000 × g, 4℃에서 10분간 원심분리한 후 상

층액을 250 mg PSA, 250 mg C18이 담겨진 50 mL 
원심분리 관에 취하여 1분간 진탕하였다. 10,000 
× g, 4℃에서 10분간 원심분리 한 뒤 상층액 중 5 
mL를 1 mL까지 질소 농축한 후 0.2 μm 막 여과지

(membrane filter)로 여과하여 시험용액으로 하여 

HPLC-MS/MS로 분석하였다(Fig. 2).

분석법 검증 

LM 표준품을 메탄올에 녹여 조제한 stock sol-
ution을 넙치 음성 검체에 최종농도 10, 25, 50, 100, 
250 및 500 μg/kg이 되도록 첨가한 후 앞서 기술한 

전처리를 통하여 얻은 시료로 조직표준 곡선을 작

성하였다. 또한, 음성 검체에 LM을 10 및 50 μg/kg 
수준이 되도록 첨가하여 회수율을 3회 반복 측정

하였으며 연구에서 수행한 분석법은 수산물품질

관리원 고시(제2021-21호) “수산용 동물용의약품

등 잔류성 시험지침”의 기준에 적합하였다.

넙치에서 LM의 잔류성 평가

1) 시험어

서산 소재의 양식장에서 평균 50 g 내외의 LM 
투여 이력이 없는 넙치를 입수하여 500 L 순환여과 

수조에서 순치 후 사용하였다. 시험 중 pH는 7.0- 
8.0을 유지하였으며 용존산소(dissolved-oxygen)는 

5.0 mg/L 이상을 유지하였다.

2) 시험군 구성 및 시험물질 투여

실험용량은 방어 연쇄구균증에 대하여 사용되

고 있는 10 mg/kg b.w.의 용량을 기준으로 1, 2 및 

4배로 설정하였다. 즉 10, 20 및 40 mg/kg 투여군으

로 구별하여, 500 L 순환여과식 수조에 각각 시험

어를 75, 75 및 60 마리씩 수용하였다. 시험물질 

투여는 LM 표준품을 PBS으로 희석하여 등 근육에 

단회 주사투여 하였으며 13 ± 3℃를 유지하였다. 

3) 시료 채취

시험물질 투여가 종료된 날을 0일로 설정하여 

10 및 20 mg/kg 투여군은 각각 3, 7, 14, 20 및 30일
마다, 40 mg/kg 투여군은 3, 7, 14 및 20일마다 15마
리씩 근육을 채취하여 분석에 사용하였다(Fig. 3).

Fig. 2. Extraction process of lincomycin from olive floun-
der muscle.
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4) 휴약기간 도출 및 데이터 표현

어류에서 LM의 최대잔류허용농도인 0.1 mg/kg
을 기준으로 withdrawal-time calculation program 
(WT1.4, EMEA, 2002)을 사용하여 13℃에서 농도

별 휴약기간을 도출하였다. 모든 데이터는 평균 ± 
표준편차로 표현하였으며, 정량한계(limit of quan-
tification, LOQ) 미만의 값은 <LOQ로 표기하되 평

균을 계산 할 때는 0으로 설정하였다.

결과 및 고찰

분석법의 검증

넙치 근육에서 LM의 retention time은 2.1분으로 

측정되었으며 크로마토그램은 다음과 같다(Fig. 
4A-C). LOQ는 signal-to-noise ratio가 10 이상의 값

으로 설정하였으며 10 μg/kg이 측정되었다. 조직표

준 곡선을 작성하여 직선성을 평가한 결과 R2= 
0.9979로 우수한 결과를 나타내었다(Fig. 4D). 10 
및 50 μg/kg의 농도로 회수율을 평가한 결과 각각 

79.21 ± 1.97% 및 83.45 ± 2.21%로 측정되었으며 

coefficient of variation (C.V.)값은 각각 2.49% 및 

2.65%로 측정되었다(Table 2). 

넙치 근육 내 LM 잔류 

의약품의 잔류는 약물의 섭취용량, 위 공복 시간 

및 약물의 흡수, 생체내 대사 및 배설 속도와 같은 

여러 요인에 영향을 미친다. 어류의 경우 변온동물

로서 수온 1℃가 증가할 때 대사 및 배설이 10% 
증가한다고 알려져 있다(Ellis et al., 1978). 특히 무

지개송어의 경우, 모든 매개변수는 온도에 의존적

이다(Bjöklund and Bylund, 1990).
넙치에서도 quinolone계 항생제인 oxolinic acid, 

nalidic acid 및 piromidic acid를 경구투여하였을 때, 
저수온(13 ± 1.5℃)에 비해 고수온(23 ± 1.5℃)의 영

역에서 예상소실시간의 감소가 나타났다고 보고

되었다(Jung et al., 2010). 국내에서 임상적으로 사

용되는 guideline(NIQS, 2021)에 따르면 넙치는 13
± 3℃를, 국제적으로 적용하는 guideline (VICH 

GL57, 2019)에서는 소실에 불리한 조건(worst case 
senario)에서의 평가를 각각 활용하고 있다. 따라서 

본 연구에서는 소실에 필요한 기간이 충분히 길 

것으로 추정되는 13℃에서 시험을 수행하였다. 
선행연구에 따르면 넙치에 LM을 어체중 kg당 

10 mg으로 단회 근육주사 하였을 때, S. parauberis 
감염에 대한 누적 사망률을 유의미하게 감소시킴

으로서 LM의 유효성이 연구되었다(Lee et al., 2022). 
이 시험에서는 국내 guideline에서 제시하는 두 개

의 용량 즉, 임상용량인 10 mg/kg의 고용량인 20 
mg/kg의 경우는 휴약기간이 기본적으로 증가하였

으며 더 고용량인 40 mg/kg에서는 증량비율에 따

르는 휴약기간의 연장이 나타나는지 검토하기 위

해 추가하였다.
본 연구에서 13℃에서 LM을 10 및 20 mg/kg으

로 투여 후 3, 7, 14, 20 및 30일 마다 잔류량을 측정

Fig. 3. Schematic representation of lincomycin residue experiments in olive flounder following intramuscular injection 
at 13℃.

Table 2. Recovery of lincomycin from olive flounder 
muscle

Tissue Fortified 
level (μg/kg)

Recovery (%)
(Mean±S.D., n=3)

C.V. 
(%)

Muscle 10 
50

79.21 ± 1.97
83.45 ± 2.21

2.49
2.65

* C.V.; coefficient of variation.
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한 결과 10 mg/kg 투여 시 최고농도 2,217 ± 974 μg/ 
kg으로 상승하였으며 30일 이후 전 개체에서 max-
imum residue limit (MRL)인 0.1 mg/kg 이하로 감소

하였다. 또한 20 mg/kg 투여 후에는 최고 2,916 ± 
1,011 μg/kg까지 검출되었으며 30일 이후 역시 전 

개체에서 MRL 이하로 잔류하였다. 
40 mg/kg으로 투여 후 3, 7, 14 및 20일의 잔류량

은 각각 5,808 ± 2,609, 3,192 ± 2,243, 1,689 ± 778 및 

818 ± 438 μg/kg으로 잔류하였다. 이 연구에서는 

20일 이후 잔류는 수행하지 못하였으며, 따라서 20
일까지만의 잔류 data를 활용하여 휴약기간을 도

출하였다.

휴약기간은 어류에서 LM의 MRL인 0.1 mg/kg을 

기준으로 계산하였을 때 각각 32, 33 및 55일의 휴

약기간이 도출되었다(Fig. 5). 이는 LM이 수산용 

의약품으로 사용될 경우 온도와 관계없이 적용이 

가능할 것으로 사료된다. 

시험관 내(in vitro) 유효성 평가

LM은 Staphylococcus aureus, Diplococcus pneu-
moniae 등과 같은 그람양성균에게 활성을 나타내

는 반면 그람음성균에게는 최대 100 μg/mL 농도에

서도 감수성이 없는 것으로 보고되었다(Chang, 
1979).

(A)

(B)

(D)

(C)

Fig. 4. Chromatograms of lincomycin of (A) blank, (B) 10 μg/kg spiked, (C) and 10 μg/L standard soution (D)  
standard curve from lincomycin spiked muscle samples.
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Channa argus의 궤양조직 및 복수로부터 분리한 
E. piscida 50 균주 중 7 균주가 LM 농도 128 μg/mL
에서, 나머지 43 균주가 LM 농도 256 μg/mL에서 

모두 성장하여 전체 균주가 내성을 나타내었다고 

보고되었다(Lee, 1988). 또한, Epinephelus awoara에
서 분리한 V. harveyi균에 대한 disc 시험 결과 LM 

2 μg/disc에서 저지대를 형성하지 않아 완전 내성

을 나타내었다고 보고되었다(Qin et al., 2006).
본 연구에서도 그람음성균인 E. piscida 및 V. 

harveyi의 LM에 대한 감수성을 평가한 결과 두 균

주 모두 감수성이 없는 것으로 나타났다(Table 3). 
E. piscida 9 균주 모두 최고농도인 256 μg/mL에서 

10 mg/kg

20 mg/kg

40 mg/kg

Fig. 5. Residue analysis and withdrawal time calculation in olive flounder muscle followings intramuscularly ad-
ministered lincomycin at 13℃.
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균이 생존하였으며, V. harveyi의 4 균주는 각각 32, 
128, 128 및 256 μg/mL의 MIC 값을 나타내어 두 

균주 모두에서 내성을 보였다.
이상의 연구 결과를 종합하면, LM이 연쇄구균 

이외에 E. piscida 및 V. harveyi에서는 감수성을 나

타내지 않았다. 선행 연구에 따르면, LM을 5-10 
mg/kg으로 단회 주사투여시 S. parauberis에 의한 

연쇄구균증 치료에 효과적인 것으로 나타났다(Lee 
et al., 2022). 따라서 LM은 넙치에서 연쇄구균증 

치료를 목적으로 사용하는 것이 적절하다.
본 연구는 13℃에서 10 mg/L의 용량으로 근육 

내 단회 주사투여 하였을 때 32일의 휴약기간이 

도출되었다. LM을 넙치에서 연쇄구균 증에 대하

여 10 mg/L의 용량을 5일간 1일 1회로 경구투여시 

휴약기간은 25일로 주사투여시가 더 긴 휴약기간

을 필요로 하였다(NIQS, 2022). 
 또한 선행연구에서 LM을 21℃에서 10 mg/L를 

단회 주사투여 하였을 때, 20일의 휴약기간이 도출

되었으며(Lee et al., 2022), 본 연구에서 LM을 13℃
에서 동일한 용량 및 용법으로 투여하였을 때, 더 

긴 휴약기간이 도출되었다. 
단회 주사투여 시 임상용량의 2배 용량인 20 mg/ 

kg을 투여하는 경우까지도 휴약기간의 큰 증가가 

나타나지 않아 10 mg/kg의 휴약기간이 유효하다고 

판단된다. 즉 현장에서의 경제성을 고려하면 10 
mg/kg의 농도로 단회 주사투여 하였을 때, 휴약기

간을 30일 이상으로 설정하면 합리적일 것으로 사

료된다. 단, 투여 용량이 40 mg/kg으로 크게 증가될 

시 도출되는 휴약기간은 55일로 현저한 휴약기간

의 연장이 요구되어 40 mg/kg으로 사용 시 10 및 

20 mg/kg보다 더 긴 55일 이상의 휴약기간을 두어

야 할 것이다. 
본 연구를 통해 넙치에서 큰 피해를 발생시키는 

연쇄구균증을 치료하기 위하여 LM을 근육 내 주

사법을 투여하는 경우를 가정하여 필요한 휴약기

간을 실험실 내에서 도출하였다. 연구 결과는 LM
을 주사제로써 수산용의약품으로 승인하는 데에 

필요한 자료로 사용된 바가 있다. 

요   약

본 연구는 lincomycin (LM)의 근육투여에 따른 

저수온(13℃)에서의 잔류 특성 및 넙치에서 병원

성 세균으로 발견되는 그람음성 세균에서의 시험

관 내 in vitro 약효를 평가하기 위하여 수행하였다. 
LM을 10, 20 및 40 mg/kg의 용량으로 단회 투여하

였을 때, 근육내 농도가 잔류허용기준인 0.1 mg/kg 
이하로 감소하는 기간은 각각 32일, 33일 및 55일
로 평가되었다. 또한, 현장 분리 균주 그람음성 세

균인 Edwardsiella piscida 및 Vibrio harveyi에 대하

여 LM의 minimal inhibitory concentration (MIC)로 

평가된 in vitro 약효는 각각 >256 μg/mL 및 32 μg/ 

Table 3. Minimum inhibitory concentrations of lincomycin on E. piscida and V. harveyi

Code Code Isolated fish Isolated region Isolated year MIC (μg/mL)

E. piscida

477
498
529
531
533
543
548
550

FP-5060

Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 
Olive flounder 

Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island
Jeju island

2011
2011
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2005

>256
>256
>256
>256
>256
>256
>256
>256
>256

V. harveyi

ATCC 14126
MC9029SU

GenBank AY750577
HJ20

Talorchestria
Obscure pufferfish

Olive flounder 
Olive flounder 

USA
Boryeong-si

Japan
Boryeong-si

1981
2017
2007
2020

32
128
128
256
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mL을 나타냈다. 연구 결과, 넙치 양식장에서 사용

되는 LM의 임상용량인 10 mg/kg을 고려하였을 때

의 휴약기간을 30일 이상으로 설정하면 합리적일 

것으로 판단된다. 또한 LM이 넙치 연쇄상구균증 

치료 목적으로 투여될 때 그 동시에 감염된 그람음성 
세균에는 약효가 발휘되지 않을 것으로 추정한다.
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