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ABSTRACT

Occurring in a high density on numerous tidal flats on the west coast, Manila clam Ruditapes philippinarum is one 
of the crucial shellfish resources on the west coast of Korea where clams are explored on a commercial scale. 
Histology has been utilized in monitoring clam populations by providing detailed insights into the health, 
reproduction, and overall condition of clam populations. This study provides comprehensive guidelines involved in 
sample processing, tissue slide preparation, digitizing, and subsequent image analysis. These technical details for 
each step are expected to standardize mollusk tissue research by ensuring accurate and reproducible results for 
researchers.

Keywords: Histopathology, Technical guidelines, Mollusks tissue, Microscopic observations

서  론

바지락 (Ruditapes philippinarum) 은 우리나라 전 연안
에서식하는대표적인이매패류로, 특히서해안갯벌에있어바
지락은 가장 중요한 연체동물 자원이다 (Park et al., 2013). 
우리나라 바지락 생산량은 연간 30,000-50,000 톤으로, 이 중, 
대부분은서해안의경기만, 충남태안및전북곰소만에서생산
되고 있다(Yang et al., 2021). 수온, 염분 및 해수 중 먹이생
물은바지락의성장및번식을결정하는주된환경인자이나, 인
간의 산업활동에서 파생되는 다양한 오염물질 역시 바지락 성
장 및번식의 시, 공간적변화에영향을 미친다(Hong et al., 
2016; Sikdokur et al., 2020; Subramaniam et al., 2024). 
바지락은 수산업적 가치 이외에도 해양환경 모니터링에 있어

지표종으로 널리 활용되고 있으며, 환경오염 또는 자연적 환
경인자가바지락생리에미치는영향은조직학적방법에의해
다양하게 분석되고 있다 (Uddin et al., 2012; Lee et al., 
2021; Yu et al., 2024).

조직병리학 (Histopathology: histo, tissue; pathos, 
disease; logos, study) 은조직의미세구조와병리학적변화
를연구하는학문으로정상조직에대한이해를바탕으로외부
자극으로 유발된 비정상적 조직변화를 관찰하는데 널리 이용
되고 있다. 패류 연구에서 조직병리학은 다양한 환경변화에
대한 생리적 반응 (Shaw & Battle, 1957; Jeung et al., 
2014; Wu et al., 2017; Farzadfar et al., 2021) 및 기생성
질병진단(Park & Choi, 2001; Bignell et al., 2008; Cho 
et al., 2022) 뿐만아니라독성, 오염등물리화학적환경스
트레스를 이해하는 연구 및 모니터링에 활용되고 있다
(Wester et al., 2002; Costa et al., 2013; Joshy et al., 
2022). 바지락 조직의 미세구조 및 변화를 관찰하기 위한 조
직 슬라이드 제작 과정은 관찰 조직 적출, 조직 단편 절취
(dissection), 고정 (fixation), 포매 (embedding), 조직 절
편 제작 (sectioning), 염색 (staining), 현미경 관찰 및 분석
(microscopic examination and image analysis) 로 구성
되어 있으며, 각 과정은 전문화된 기술과 높은 일관성이 요구
된다. 그러나, 조직슬라이드제작과정에는연구자의숙련도, 
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주관성 등 높은 기술력과 일관성을 저해하는 요소가 존재한
다. 따라서, 조직병리학적 방법을 활용한 바지락 조직을 연구
함에 있어서 정확하고 재현 가능한 결과를 얻기 위해서는 조
직슬라이드제작법에대한보편화된분석과정정립이필요시
된다. 이 연구에서는 바지락 조직병리학적 관찰을 위한 시료
처리부터이미지분석과정까지의분석방법에관한보편적과
정을 정립하고자 한다.

재료 및 방법

미국 해양대기청 (National Oceanic and Atmospheric 
Administration, NOAA) 은 연안 해양환경 변화의 장기적
모니터링에널리쓰이는해양생물조직학방법에관한매뉴얼
을작성, 조직학적방법을표준화한바있다(Howard et al., 
2004). 이 연구에 있어 바지락 조직시료 처리법 작성은
NOAA에서 발간한 패류 및 갑각류 조직의 표준 시료처리 방
법 및바지락의 번식및 병리에관하여 발표된다수의 논문을
참조하였다 (Park et al., 2008; Lee et al., 2021; 
Subramaniam et al., 2024).

결과 및 고찰

1. 조직 관찰을 위한 시료 전 처리
1) 개각 및 해부

바지락 연체부를 해부하기 위해서는 개각 또는 탈각을 해야
하며, 개각을 위해 수관 (siphon) 의 반대편인 전폐각근
(anterior adductor muscle) 에 칼집을 넣어 패각이 벌어지
도록 한다. 이 과정에서 내장기관이 손상되지 않도록 하는 것
이중요하다. 패각으로부터분리된바지락의연체부는종이티
슈로 조직의 물기를 충분히제거한 뒤, 조직 절취에 사용한다.

2) 조직 절취
조직 슬라이드 작성을 위한 조직 단면은 바지락의 생식소

(gonad), 소화맹낭 (digestive diverticular), 외투막
(mantle), 아가미(gills), 족부(foot) 가포함되도록한다. 조
직 절편 제작 시 균일한 형태의 절편을 얻기 위해 두 개의 조
직절편 칼을평행하게 붙여제작한 조직칼을 이용해절취한
다(Fig. 1). 이때, 조직절단용칼은가로4 cm, 1 cm로자
른1.5 mm 두께아크릴판4개를지지대로활용하여제작한
다. 조직은 위 방법으로 제작된 조직 칼로 약 3 mm 두께로
절취하며, 절취 두께는 시료와 분석 특성에 따라 조절한다.

   
2. 고정(fixation)

조직작성을위한바지락시료는포르말린, 에탄올을기반으
로 하는 고정액을 이용하여 고정하나, 연체동물 조직 고정에
최적화된 Davidson 용액이 가장 효율적이다 (Howard, 
2004). 저장용 (stock) Davidson 용액의 성분 및 농도는
Table 1과 같으며, 여과 해수-포르말린-에탄올-글리세린 순서
로혼합하여밀봉한뒤, 냉장보관한다. 실험용(working) 용
액은 저장용 용액과 아세트산을 9:1로 혼합하여 사용한다. 
Davidson 용액은 휘발성이 강하므로 흡입하지 않도록 주의
하며 밀폐용기에서 시료를 고정한다. 절취된 조직은 곧바로
고정액에 넣어 시료의 변성을 방지하며, 상온 (25℃) 에서 24
시간 동안 고정 후 70% 에탄올로 치환하여 장기 보관한다.

3. 파라핀포매(paraffin embedding)

Fig. 1. Preparation of a custom tissue slicing knife. (A) 
Measuring and cutting of an acrylic sheet to the required 
size. (B) Apply glue to attach the cut acrylic pieces to the
sides of the knife blade. (C) Ensuring proper alignment and 
attachment of the pieces to the blade. (D) The completed 
custom knife, ready for tissue sectioning.

Components Volume for 1L Preparation Final Concentration (%) Roles

Glycerin 100 mL 10% Disinfection

35% Formalin 200 mL 20% Disinfection & Fixation

99% Ethyl alcohol 300 mL 30% Disinfection & Fixation

Filtered seawater 300 mL 30% Osmoregulation

Acetic acid 100 mL 10% Fixation

Table 1. Components and concentration of Davidson solution
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포매 (embedding) 란 분석에 이용될 시료 조직을 파라핀
(paraffin), 샐로이딘또는카보왁스등에침투시켜굳히는과
정이다. 패류의 포매에는 주로 파라핀이 이용되며, 파라핀은
조직내부에 침투되어 조직을 경화시키고 빈공간을 채워 조직
단면이 일정하게 박절 되도록 한다.

1) 탈수, 투명화, 침투
조직 포매를 위한 첫 단계는 조직 시료내에 포함된 수분을

제거하는 과정 (dehydration) 으로, 농도가 다른 에탄올
(80%, 95%, 100% ethanol) 를 이용한다. 고정 후 70% 에
탄올에보관된 조직절편은 에탄올처리 과정을통해 조직내
모든수분이100%에탄올로치환되게끔한다. 이때급격한에
탄올농도변화는조직의수축을초래하여형태의변화를야기
하므로 단계적으로 농도를 높이며 탈수를 진행한다. 탈수과정
은 3회 반복하여 남아있는 수분이 완전히 제거되도록 한다. 
탈수가 완료된 조직 시료는 유기용매인 자일렌 (xylene) 을
이용, 에탄올을 제거하는데, 이를 투명화 (clearing) 라 한다. 
이후, 최종파라핀침투과정(infiltration) 은파라핀의녹는
점인56.6℃이상의용기에서액체상태의파라핀을조직에스
며들게 하며, 위 과정은 수동으로 또는 회전형 자동침투기 (
Fig. 2A) 를활용하여진행되며, 탈수, 투명화및침투시간은
Table 2와 같다.

2) 파라핀 블록 제작
파라핀 블록은 전문 제조사에서 판매하는 embedding 

center를 이용해 제작한다. 이 연구의 경우, Leica사에서 제

Process Agents Duration (min)

Dehydration

80% Ethanol 60

95% Ethanol 120

95% Ethanol 120

95% Ethanol 120

100% Ethanol 120

100% Ethanol 120

100% Ethanol 60

Clearing

Xylene 60

Xylene 120

Xylene 120

Paraffin Infiltration

Paraffin 120

Paraffin 120

Paraffin 120

Table 2. Processing time for tissue dehydration, clearing, and paraffin infiltration

Fig. 2. Preparation of paraffin blocks for tissue embedding. (A) 
Automated tissue processor used for dehydration,
clearing, and infiltration steps. (B) Embedding center with 
heating and cooling plates. (C) Placement of the tissue
sample in a mold. (D) Solidification of sample on a cooling 
plate. (E) A mold covered by the embedding cassette. (F) 
Pouring melted paraffin into the mold to embed the tissue
sample, ensuring it fills completely and covers the cassette
for secure embedding.
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조하는 Leica EG1150 H (가열대) 와 Leica EG1150 C (냉
각판) 을이용한파라핀블록제작과정을설명한다(Fig. 2B). 
Embedding center는 사용 2시간 전 전원을 켜, 파라핀이
모두녹을수있도록하며, 몰드, 핀셋등기구와조직절편은
60℃ 가온 챔버에서 보관하여 상온에서 응고되지 않도록 한
다. 파라핀침투과정이끝난조직은파라핀가온챔버안에넣
어보관하며, 파라핀용액을몰드(mold) 에가득채운다. 조
직 절편은 분석하고자 하는 면이 밑으로 향하도록 몰드 위에
올린뒤(Fig. 2C), 조직을고르게눌러냉각판에서파라핀용
액을 굳힌다 (Fig. 2D). 이 때, 바닥의 빈 공간을 최소화하고
기포를제거한다. 또한, 몰드의상단부가완전히굳기전에카
세트로 덮어야 하며 (Fig. 2E), 그 위에 파라핀 용액을 가득
채워 카세트가 몰드로부터 분리되지 않도록 한다 (Fig. 2F). 
몰드가 과도하게 응고된 이후, 파라핀을 채우면 카세트-몰드
층 분리가발생할 수있기 때문에적절한 시점에파라핀을 보
충하는것이중요하며, 60 ℃ 파라핀에담긴조직시료카세트
는신속히냉각판(‒6℃) 위에서30분이상굳혀파라핀블록
에 기포가 포함되지 않도록 한다.

   
4. 조직절편제작

파라핀블록에최종적으로고정된조식시료는회전형박절
기(Rotary microtome) 을이용하여4-6 μm 두께로박절한
다. 조직 박절에 이용되는 칼은 주로 전문 제조사에서 제작한
일회용 칼을 사용하며, 이 연구에서는 Feather사의 A35 
Microtome Blades를사용한다. 일회용칼의장점은사용중
간 연마가 필요 없고 무디어질 경우 교환하며 사용하므로 항
상예리한날을유지할수있다는점이다. 회전형박절기의날
각도는 5˚에 맞추고 microtome blade를 장착한다 (Fig. 
3A). 조직시료가포함된파라핀블록은블록고정대에고정한
뒤 (Fig. 3B), 조동 핸들을 움직여 불필요한 파라핀을 깎아내
고 조직의 박절면을 노출시킨다 (Fig. 3C). 조직 단면의 모든
면이노출되면슬라이드에40-50 ℃의물을한방울떨어트린
다 (Fig. 3D). 조직 절편은 핀셋을 이용하여 슬라이드에 올린
뒤 (Fig. 3E), 50 ℃의 건조판에서 24시간 건조한다 (Fig. 
3F). 조직 박절 중, 빈번하게 발생하는 문제와 해결방법은
Table 3과 같다.

5. 염색및슬라이드제작
광학현미경으로 세포나 조직의 구조를 관찰하기 위해 각종

염료로 세포와 조직을 착색하는 과정을 염색 (staining) 이라
한다. 염색과정은 방법에 따라 차이가 있으나 일반적으로 탈
파라핀 (deparaffinization) → 탈자일렌 (dexylene) → 재
함수 (rehydration) → 염색 (staining) → 탈수
(dehydration) → 투명 (clearing) → 봉입 (mounting) 의
순서로 진행된다. (Table 4). 바지락에서 가장 흔하게 관찰되
는 원생성 기생생물 Perkinsus olseni 감염 진단에는

Fig. 3. Sectioning and mouting of paraffin-embedded tissue 
samples. (A) Rotary microtome setup for sectioning 
paraffin blocks. (B) Paraffin block with tissue embedded, 
ready for sectioning. (C) Cut sections from the microtome. 
(D) Transferring sections to a slide using a drop of warm 
water to flatten and adhere the tissue. (E) Positioning the 
section properly on the slide. (F) Slides placed on a slide 
warmer to dry and ensure tissue adherence before 
staining. 

Problems Causes Troubleshooting

Sections are curled and uneven
- The blade is set at an angle
- One side of the blade is dull

- Secure the blade parallelly
- Change the blade

Sections are compressed and wrinkled
- Dull blade

- Warm block
- Change the blade

- Cool down the block

Sections are cracked or torn
- Debris on the blade

- Damaged blade
- Change the blade

Table 3. Troubleshooting for tissue sectioning
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hematoxylin-eosin Y 염색 (H&E staining) 이 일반적으로
이용되며, 원리는 다음과 같다. hematoxylin의 산화에 의해
생긴 hematein이 매염제의 금속 부분과 결합하여 레이크를
형성하면, 이 레이크는 양(＋) 전하를 띠게 되어 음(－) 전하
를 띤 핵 인산기와 결합하여 청색으로 염색된다. 또한 양(＋)
으로하전되어있는세포질이나결합조직은음(－) 전하를띤
eosin Y와 결합하여 분홍색으로 염색된다.

1) 염색 (staining)
H&E 염색을 위한 시약 중 hematoxylin은 원액을 사용하

며, 1% eosin Y 용액은 증류수에 2배 희석하여 사용한다
(Fig 4A). 건조가 완료된 슬라이드는 염색용 rack에서 1시간
동안xylene에넣어파라핀을제거한다(Fig. 4B). Xylene은
Table 4에 따라 단계적 농도의 에탄올로 제거하며, 슬라이드
rack을 다른 용액으로 이동하기 전에 종이 타올을 이용하여
남아있는 에탄올 용액을 제거해주며, 에탄올이 증발되지 않도
록 신속히 옮겨야 한다 (Fig. 4C). 또한, hematoxylin 및
eosin Y 반응 시간은 절대적이지 않기 때문에 다양한 조합의
시험을 통해 연구자가 결정할 필요가 있다.

2) 봉입 (mounting)
봉입은 투명화가 완료된 조직 슬라이드를 현미경으로 관찰

하기 위해 cover glass 부착하는 과정이다. 봉입에는 캐나다
발삼(Canada balsam) 또는말린올(Malinol) 이주로이용
된다 (Fig. 4D). 염색이 완료된 이후, xylene에서 보관 중인
슬라이드는편평한받침대위에올려놓은뒤, 위에캐나다발
삼또는말린올을한, 두방울떨어트린다(Fig. 4E). Xylen은
휘발성이강하므로조직이건조되지않도록하는것이중요하
며, 적당한 크기의 cover glass 선정 또한 중요하다. Cover 
glass는 기울여 덮어주며, 기포를 반드시 제거하여 장기간 보
관이 가능하도록 한다 (Fig. 4F). 상온에서 24시간 이상 건조
한 슬라이드는 광학 현미경으로 관찰한다.

   
6. 조직시료의현미경관찰및이미지화

오늘날 현미경 관찰 결과의 사진 촬영은 거의 대부분 디지
털 (digital) 이기 때문에 조직 미세구조를 명확하게 관찰할
수 있으며, 관찰 과정부터 이미지를 확보한 이후까지 소프트
웨어를 사용해 쉽게 조작하고 보정할 수 있다. 이러한 장점을
극대화하기 위한 간략한 지침을 아래에 기술하였다.

Step Agents Duration (min)

Deparaffinization

Xylene 30

Xylene 5

Xylene 5

Dexylene

100% Ethanol 5

100% Ethanol 1

80% Ethanol 2

50% Ethanol 2

30% Ethanol 1

Distilled water 5

Staining
Hematoxylin 1.5

Eosin Y 20 sec

Dehydration

30% Ethanol 1

50% Ethanol 1

70% Ethanol 1

80% Ethanol 1

95% Ethanol Several dips

100% Ethanol 1

100% Ethanol 1

Clearing Xylene 10

Mounting Canada balsam

Table 4. Staining process and processing time for staining using Hematoxylin and Eosin Y
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1) 조식 시료 관찰
상기 제작된 조직 슬라이드에는 바지락의 생식소, 소화맹

낭, 외투막, 아가미, 족부가 포함되어있다. 이 중 외투막과 아
가미는여과섭식을하는바지락의특성상병원체에쉽게노출
될수있는기관이므로면밀한관찰이필요하다. 소화맹낭, 생
식소, 족부 또한 관찰하고자 하는 병원체의 분포 특성에 따라
서 중요한 관찰 대상이 될 수 있다. 예를 들어, Marteilia 
spp. 또는 Eomarteilia spp.는 소화맹낭에 특이적으로 분포
하여 바지락의 소화 및 영양분 흡수를 방해하며 (Kang et 
al., 2022), 바지락 흡충류는 숙주의 생식소에 주로 분포하며
생식활동을 저해하는 것으로 알려져 있다 (Cho et al., 
2022). 기생생물의출현여부확인외에도이들로인한숙주의
조직변화(세포변형, 염증반응, 조직괴사, 혈구침윤) 또한
주요 관찰대상이 되어야 한다.

2) 현미경 사진 촬영 (image taking)
현미경 및 카메라 제조사에서 제공하는 다양한 소프트웨어

를 현미경 사진 촬영에 활용할 수 있다. 정확한 초점 조절 외
에 화이트 밸런스 (white balancing) 및 그림자 보정
(shading corrections) 은 고품질 이미지를 확보하기 위한
가장 중요한 요소라고 할 수 있다. 화이트 밸런스는 조직 외
배경의 흰 바탕을 선택함으로써 조직의 색 정확도를 높이고
가장 실제에 가까운 색 값을 얻을 수 있는 방법이며, 그림자
보정은이미지의균일성을유지하기위해그림자인공물을보
정하는 것을 의미한다. 이를 통해 손쉽게 좋은 이미지를 얻을
수 있다.

3) 사후 보정 (post hoc image corrections)
밝기조정 (brightness) 및 대비 조정 (contrast) 은 각각

조직 세부 사항의 가시성을 높이기 위해 밝기를 조정하거나
다양한 조직 구성 요소 간의 구분을 극대화하는 것을 의미한
다. 이는 사진 촬영 이후에 이미지 품질과 활용성을 향상시킬
수 있는 방법이다. 

4) 이미지 보관 형식
그림파일의해상도는출판, 발표, 웹게시, 전시등의다양

Fig. 4. Staining and mounting of tissue sections. (A) 
Hematoxylin and eosin (H&E) staining solutions. (B) Slides 
in a staining rack ready for H&E staining. (C) Drying slides 
after staining. (D) Preparation of Canada balsam or Malinol 
as mounting medium. (E) Applying mounting medium to 
the stained slide. (F) Placing a cover slip over the tissue 
section with Canada balsam to finalize the mounting 
process, ensuring proper adhesion and preservation of the
sample for microscopic examination.

Fig. 5. Histological microphotography of Hematoxylin & 
Eosin-stained Manila clam tissues. (A) Whole mount view 
of a clam tissue section. (B) Clusters of Perkinsus olseni 
trophozoite. (C) Eomarteilia granula within a digestive 
gland tubule. (D) Cercariae inside trematode sporocysts. 
(E) Encysted metacercaria in the clam foot muscle.
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한 목적에 따라 연구자가 결정하여 저장할 수 있다. 따라서, 
이 연구에서는 다양한 파일저장 형식을 이용한다. 가장 널리
이용되는 JPEG (Joint Photographic Experts Group) 와
GIF (Graphics Interchange Format) 영상 저장방식은컴
퓨터 화면에서 일반 용도로는 무난하나, 이미지 사후 보정 과
정중손실압축될수있기때문에출판용으로는적합하지않
다. 반면, TIFF (Tagged Image File Format) 및 PNG 
(Portable Network Graphics) 는 보정 중에도 손실 없는
압축을제공하기때문에출판용으로널리활용되고있다. Fig. 
5는 바지락의 조직 단면사진과 주요 기생성 생물로서, 위 지
침을 활용하여 제작한 결과물의 예시로 제시하였다.

요  약

이 연구는 우리나라 전 연안에 널리 분포하는 바지락의 조
직병리 관찰을 위한 시료처리, 조직 슬라이드 제작, 이미지화
등, 일련의 분석방법을 소개하며, 이를 표준화 하기위한 방법
론에 관하여 고찰하였다. 이 연구에서 소개된 바지락 조직 연
구표준화는향후, 이매패류조직병리또는바지락연중생식
주기 연구 등에 있어 방법론적 신뢰성을 높이며, 이 연구에서
소개된 표준화된 방법은 다양한 연구실 및 연구자들에 의해
널리 활용될 것으로 기대한다.
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여러분께 감사 인사를 드립니다.
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