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EffectsofGarlic,Allium sativum,ontheImmuneResponsesofOlive

Flounder,Paralichthysolivaceus

JunHeeLee

DepartmentofAquaticLifeMedicine,GraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Thisstudy wasaimedtoinvestigatetheeffectsofinjectiongarlic,Allium

sativum,extractand immersion in garlicjuicetomodulatethenonspecific

immunityoftheoliveflounder,Paralichthysolivaceus,anditsresistanceto

Streptococcus iniae and Edwardsiella tarda. One group of fish were

intraperitoneallyinjectedwithdifferentdosesof1,3,5,7and10% ofgarlic

extractandimmerseddifferentdosesof0.1,0.25,0.5and1.0gL
-1
ofgarlic

juice.Anothergroupoffishwereimmersedindifferentdosesof0.25,0.5and

1.0gL
-1
ofgarlicjuiceafterS.iniaeBS10orE.tardaKE-1challenged,

respectively.Thenonspecificimmunemechanismswereassessedintermsof

skinmucuslysozymeactivity,serum lysozymeactivity,bactericidalactivityof

serum,thenumberoflymphocytesandneutrophilsinblood,NBT assay,SOD

activity andthenumberofbacteriain organs.RPS wasassessedby the

challengewith S.iniae BS10orE.tardaKE-1.Almostallthedosesof

injectedgarlicextractenhancedskinmucuslysozymeactivity,serum lysozyme

activity,bactericidalactivityofserum at12hour,thenumberofneutrophils,

NBT reductionandSOD activityinkidney.InthechallengewithS.iniae

BS10andE.tardaKE-1RPS5% ofgarlicextractinjectedgroupwasmuch

higherthaninanyothertestedgroups,respectively.Almostallthedosesof
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immersed in garlic juice enhanced skin mucus lysozyme activity,serum

lysozymeactivity,bactericidalactivityofserum at12hour,thenumberof

lymphocytesandneutrophils,NBT reductionandSOD activityinkidney.In

thechallengewithS.iniaeBS10andE.tardaKE-1,RPSinthe0.25gL-1of

garlicjuiceimmersedgroupwasmuchhigherthaninothertestedgroups,

respectively.AlmostallthedosesofimmersedingarlicjuicepostS.iniae

BS10orE.tardaKE-1challengedenhancedskinmucuslysozymeactivity,the

numberofneutrophilsinbloodandSODactivityinkidney.Allgroupsshowed

thedecreasednumberofbacteriainsurveyedorgans.Inthefishofimmersion

indifferentdosesofgarlicjuicepostchallengedwithS.iniaeBS10orE.

tardaKE-1,RPSinthe0.25gL
-1
ofgarlicjuiceimmersedgroupwasmuch

higherthaninanyothertestedgroups,respectively.Theresultssuggestthat

thegarlicextractandjuicewouldbeeffectivetoenhancenonspecificimmunity

andprotectiveabilityofoliveflounderagainstfishdiseasesuchasS.iniae

andE.tarda.
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I.서 론

우리 나라 해산 양식 넙치 생산량은 41,171M/T으로 어류 천해양식 총

생산량의 42.2%,생산금액의 54.7%를 차지하는 중요한 어종이다 (농림수

산식품부,2008).그러나 양식 산업의 발달로 인하여 생산량이 급속히 늘어

나는 반면,과밀양식과 수질환경 악화로 여러 가지 질병에 노출되고 질병

발생으로 인한 생산성이 줄어들고 있다.

넙치 양식장에서는 세균,바이러스,진균 및 기생충 등의 병원체가 단독

혹은 혼합 감염으로 많은 어류가 폐사하고 있는 실정이다.어류 질병이 발

생하였을 때에는 일반적으로 화학 요법제로서 치료에 임하지만,예방적인

방법으로서는 vaccine이나 면역증강제 등을 사용하고 있다.그러나 빈번한

항생제의 사용은 면역 기능을 억제시킬 수 있을 뿐만 아니라 (Rijkerset

al.,1980;Grondeletal.,1987)약물의 오남용으로 인하여 병원체의 약제

에 대한 다재 내성이 증가하고 있는 실정이다 (Aokietal.,1981,1987,

1989;Sugitaetal.,1989).약제 내성균의 증가는 환경오염을 유발하고,여

러 양식어가에서도 약제 내성균에 대한 우려를 하고 있다.대안의 하나인

면역 증강 물질은 어류의 자체 방어 능력을 증강시킴으로써 다양한 질병에

대처할 수 있는 특징을 갖고 있으며,다양한 생물로부터 분리한 천연물을

이용하여 많은 연구가 진행되고 있고 분리된 물질들에 의해서 어류 질병에

대한 방어 능력이 증가되었다는 연구 보고가 있다 (Sakai,1999;Junget

al.,2002;Choietal.,2005).더욱 폭 넓게 어류의 방어 능력을 자극시킬

수 있는 여러 가지 유용 물질의 투여로 어류의 면역 반응을 증강시켜 질병

을 예방하고자 하는 분야에서 연구가 이루어지고 있다.이와 같은 면역 증

강 물질은 어류의 비특이적 면역 인자를 증진시키는 화학화합물과 박테리
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아 유도물 등이 있으며,levamisole,FK-565 (Heptanoyl-γ-D-glutamyl

-(L)-meso-diaminopimelyl-(D)-alanine),MDP(Muramyldepeptide),LPS

(Lipopolysaccharide),키토산 (Chitosan),glucan,nisin등은 어류의 비특이

적 면역인자를 증강시켜 질병에 대한 저항성을 증강시켜 준다 (Kitaoet

al.,1987;Siwickietal.,1990;Engstadetal.,1992;Kodamaetal.,1994;

Solem etal.,1995;Kawakamietal.,1998;Kim etal,1998;Sakai,1999;

Villamiletal.,2003).어류의 비특이적 면역인자로는 세포성 면역인자인

macrophage,granulocyte,neutrophil등이 있고,체액성 면역인자로는

lysozyme,complement,interferon,transferrin등이 있다.면역 증강제는

이러한 비특이적 면역인자의 활성을 증가시켜 질병 저항성을 높일 수 있는

데,어류에 면역 증강제를 이용한 실험 결과 어류의 식세포 활성 (Raaet

al.,1992;Jørgensenetal.,1993a),naturalkillercell활성 (Kajitaetal.,

1992),라이소자임 (Engstadetal.,1992;Jørgensenetal.,1993b)과 보체

의 대사 경로 활성 (Yanoetal.,1991)등 다양하게 면역 반응을 강화시키

는 것으로 보고되었으며 어류의 면역 증강을 통해 질병으로 인한 폐사 방

지 및 건강한 어류의 생산성을 향상시킨다는 보고가 있다 (Siwicki,1987;

Chenetal.,1992).

마늘은 전 세계에 분포하는 식물로 식용으로도 사용되지만 수천년 전부

터 상처,감염,인플루엔자 그리고 궤양과 같은 여러 가지 질병 치료약으로

도 인간에게 사용되었다.현대 과학적 연구에서 LouisPasteur가 최초로

마늘의 항균 작용을 발견한 후 (Michael & Reese,1969),Albert

Schweitzer는 아프리카인의 아메바성 이질 치료에 마늘을 임상적으로 사용

하였다 (Block,1944).그 후 현재까지 이어지는 많은 연구자들이 마늘의

항균작용 뿐만 아니라 여러 가지 특성에 대하여 연구하였다.세균,곰팡이,

원생동물 그리고 바이러스 같은 여러 미생물들은 마쇄된 마늘에 감수성을
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나타내었다 (Cavallito& Bailey,1944;Cavallitoetal.,1944;Delaha&

Garagusi,1985;Ghannoum,1988; Soffar& Mokhtar,1991;Deshpande

etal.,1993).또한 혈장 내 cholesterol수치를 낮추고,혈압 감소,혈소판

응집 저해와 같은 효과가 있다 (Mayeuxetal.,1998;Sterling& Eagling,

2001).뿐만 아니라 항암 효과,노화 방지 그리고 항산화 효과도 가진다

(Sheenetal.,1996;Hongetal.,2000;Nakagawaetal.,2001; Wuet

al.,2004).림프구 자극,항체 생산과 확산 (Zhangetal.,1997)등과 같은

면역 자극 효과와 화학요법,UV 조사 (Reeveetal.,1997)그리고 생리적

스트레스 (Kyoetal.,2001)로 인한 면역 억제에 대해 방어 효과도 나타낸

다고 보고하였다.

본 연구에서는 넙치에 비경구적으로 마늘 추출물을 주사 또는 착즙액을

침지 투여하여 비특이적 면역 반응에 미치는 영향을 분석하고 방어력 증강

에 관여하는 마늘의 특성을 밝히는데 필요한 기초 자료를 얻고자 하였다.
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II.재료 및 방법

1.어류

시험에 사용된 넙치,Paralichthysolivaceus는 전라북도 소재 넙치 양식

장으로부터 시험 2개월 전에 분양받았다.평균 체중은 11±3g,평균 체장

은 10±2cm의 넙치를 시험에 사용하였다.시험 기간 동안의 사육 수온은

20～22℃로 유지하였다.

2.시험 균주

시험 균주로는 독성이 강한 것으로 밝혀져 있는 1998년 제주도 소재 양

식장의 넙치에서 분리한 StreptococcusiniaeBS10(우,2006)균주와 2000

년 포항 소재 양식장의 넙치에서 분리한 EdwardsiellatardaKE-1(이,

2005)균주를 TrypticSoyAgar(TSA,Difco)에 1.5% NaCl을 첨가한 배

지에 25℃,24시간 배양한 후 시험에 사용하였다.

3.마늘 추출물과 착즙액 제작

주사 시험을 위한 마늘 추출물의 제조법은 다음과 같다.무균 상태의 마

늘 시료액을 추출하기 위해서 마늘의 껍질을 제거하고 증류수로 깨끗이 씻



- 5 -

은 후 cleanbench내에서 멸균 증류수로 여러 차례 세척한 다음 멸균된

거즈로 물기를 제거하였다.세척된 마늘 시료는 멸균 생리 식염수와 비율

이 1:1(w/v)이 되도록 혼합하여 으깬 후 멸균 거즈로 착즙하여 50%

(w/v)착즙액을 만들었으며 이를 원심 분리한 후 상징액을 0.45 ㎛의

membranefilter로 여과 멸균하여 시험용 추출물의 원액으로 정하였다.시

험용 추출물 시료 원액은 -80℃에 동결 보존하면서 시험에 사용하였다.

침지 시험을 위한 마늘 착즙액의 제조법은 마늘의 껍질을 제거하고 증류

수로 깨끗이 씻은 후 cleanbench내에서 멸균 증류수로 여러 차례 세척한

후 멸균된 거즈로 물기를 제거하였다.그 후 시료를 마쇄하여 멸균 거즈로

착즙한 후 그 착즙액을 현탁하여 침지 시험에 사용하였다.

4.마늘 추출물과 착즙액 투여 방법

주사 시험을 위한 마늘 추출물의 투여 방법은 마늘 추출물을 멸균 생리

식염수에 1,3,5,7및 10%로 용해시킨 후 0.1㎖/fish의 농도로 어체 내

에 복강 주사하였다.대조구는 멸균 생리 식염수만 0.1㎖/fish로 복강 주

사하였다.복강 주사는 2일 간격으로 3회 주사하였다.

침지 시험을 위한 마늘 착즙액의 투여 방법은 마늘 착즙액을 0.1,0.25,

0.5및 1.0g/L의 농도로 현탁하여 2일 간격으로 3회 20분간 침지하였

다.
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5.생균 공격 주사 후 마늘 착즙액의 침지

시험어에 StreptococcusiniaeBS10균주와 EdwardsiellatardaKE-1

균주를 각각 복강 주사한 다음,1일 후 마늘 착즙액에 침지하여 반응을

살펴보았다.

StreptococcusiniaeBS10균주는 1.0×10
6
ColonyFormingUnit(CFU)

/㎖,EdwardsiellatardaKE-1균주는 1.0×10
4
CFU/㎖의 농도로 각각 공

격 주사하였다.공격 주사 1일 후,마늘 추출물 현탁액은 마늘 시료를 멸

균 증류수로 깨끗이 씻은 후 세척한 시료를 마쇄하여 멸균 거즈로 착즙한

다음 20L해수에 0.25,0.5및 1.0g/L의 농도로 현탁하여 2일 간격으로

3회 20분간 침지하였다.

6.넙치의 체표 점액 lysozyme활성 조사

대조구와 각 시험구의 시험어 체표 점액은 마늘 추출물의 주사 시험,마

늘 착즙액의 침지 시험과 공격 주사 후 침지 시험을 모두 마친 다음 2일

째에 분리하였다.점액을 분리한 후 lysozyme활성을 측정하였다.점액

lysozyme용균능을 측정하기 위하여 slideglass로 시험어의 체표 점액을

pooling하고,시료 5배양의 0.005M PBS(pH 7.4)를 첨가하여 균질화한

후 원심 분리 (12,000×g,20분,4℃)한 뒤 상징액을 사용하였다.이 시료

와 미리 PBS에 현탁하여 흡광도 530 ㎚에서 0.6이 되도록 조정해둔

Micrococcuslysodeikticus균을 혼합하였다.측정용 시료 0.5㎖에 M.

lysodeikticus균 액 2.5㎖를 첨가하여 25℃에서 20분간 반응시킨 후 흡
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광도 530㎚에서 흡광도 감소량을 측정하였으며 흡광도 값이 0.001감소한

것을 1unit로 나타내었다.

7.시험어의 혈청 lysozyme활성 조사

대조구와 각 시험구별 시험어의 혈청은 마늘 추출물의 주사 시험,마늘

착즙액의 침지 시험을 모두 마친 후 2일째에 분리한 다음 lysozyme활성

을 측정하였다.혈청 lysozyme의 용균능을 측정하기 위하여 미부정맥으로

부터 혈액을 채혈한 뒤 pooling하여 실온에 30분간 방치하고 1시간 동안

4℃에서 냉장 보관하여 혈병을 수축시킨 다음 6000rpm에서 15분간 원

심 분리하여 얻은 상징액을 혈청 시료로 사용하였다.혈청 시료 200㎕에,

530 ㎚에서 흡광도 0.7이 되도록 0.05 M PBS (pH 6.2)로 조정해둔

Micrococcuslysodeikticus균 현탁액 1800㎕를 첨가하여 최종 농도가 2

㎖이 되도록 한 뒤 25℃에서 반응시켰다.반응시킨 후,30초와 4분 30

초에 흡광도 530㎚에서 측정하여 1분 동안 0.001의 흡광도 감소값을 1

unit으로 나타내었다.

8.시험어의 혈청 내 살균 능력 시험

대조구와 각 시험구별 시험어의 혈청은 마늘 추출물의 주사 시험,마늘

착즙액의 침지 시험을 모두 마친 후 2일째에 분리한 후 혈청 내 살균 능

력을 조사하였다.대조구,마늘 추출물의 주사 시험 및 마늘 착즙액의 침지
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시험구의 시료로부터 분리한 혈청은 4℃에 보관하며 시험에 사용하였다.

각 혈청의 희석은 GVB
2+
(Gelatinveronalbuffer:VB 200㎖,0.03M

CaCl2․2H2O 5㎖,MgCl2․6H2O 5㎖,2% gelatin50㎖,DW 740㎖,

pH 7.4)를 사용하였다.모든 시료는 GVB
2+
로 5배 희석한 후,Escherichia

coliATCC 25922를 6×10
5
CFU/PS (Physiologicalsalinesolution)㎖의

농도로 조정된 균주와 동량 혼합하여 20℃에서 배양하였다.배양 후 0,1,

3,6및 12시간 째에 MilesandMisra(1938)의 방법에 따라 TSA배지에

배양 용액을 단계 희석하여 적하하고 25℃,24시간 배양한 후 세균 집락

수를 계수하였다.

9.시험어의 혈액 세포 수 변화 조사

혈액 중에 있는 각종 혈액 세포의 수적 변화는 마늘 추출물 주사 시험,

마늘 착즙액의 침지 시험 및 공격 주사 후 침지 시험을 마친 후에 채혈한

혈액을 도말 표본법으로 조사하였다.즉,각각의 시험어를 주사기로 미부

정맥에서 채혈한 다음 곧 바로 슬라이드 글라스에 도말하였다.도말 표본

은 May-grünwaldGiemsa염색법으로 염색한 후 광학 현미경 하에서 적

혈구 5,000세포 당 림프구 수와 호중구 수의 변화를 조사하였다.

10.시험어의 조직 내 균수 변화 조사

공격 주사한 뒤 마늘 착즙액의 침지 시험 실시 후 시험어의 조직 내 균
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수 변화를 확인하였다.침지 시험 종료 2일 후 시험구별 시험어를 무균적

으로 해부하여 간,비장 및 신장을 0.1M PBS(pH7.2)에 0.1g/㎖로 되도

록 한 후 균질화하였다.균질화 된 조직액을 TSA에 1.5% NaCl이 첨가한

배지에 단계 희석 후 적하하여 25℃에서 24시간 배양한 다음 생균 집락

수를 측정하였다.

11.시험어의 SOD activity조사

마늘 추출물 주사 시험,마늘 착즙액 침지 시험과 공격 주사 후 침지 시

험을 마친 후,각 구간의 시험어의 미부정맥에서 채혈하여 얻은 혈액,신장

과 간 조직으로부터 SODactivity를 측정하였다.측정 방법은 SODAssay

Kit-WST (DojindoCo.,Japan)를 이용하여 측정하였다.시험에 나타난

SOD 활성은 superoxideanion이 감소하는 비율과 동일하다.SOD 활성은

대조구인 멸균 증류수의 water-solubletetrazolium salt가 감소한 값에 각

sample의 water-solubletetrazolium salt가 감소한 값을 뺀 후 대조구가

감소한 값을 나누어 백분율로 나타내었다.

12.시험어의 신장 대식세포 NBT 환원 시험

마늘 추출물 주사 시험과 마늘 착즙액 침지 시험을 실시한 후,시험어의

미부 정맥에서 채혈하여 가능한 한 순환 혈액을 제거한 뒤 복강을 해부하

여 두신을 무균적으로 분리하였다.이것을 2% penicillin/streptomycin과 1
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% heparin이 함유된 L-15medium을 소량 분주한 소형 disposablepetri

dish에서 nylonmesh에 통과시킨 세포 현탁액을 준비하였다.이 세포 현탁

액을 34,51% percoll용액을 중층시켜 놓은 시험관에 조심스럽게 중층시

킨 후 600g에서 30분간 원심 분리하여 백혈구를 분리하였다.분리된 백혈

구는 2% fetalbovineserum (FBS)가 함유된 L-15medium으로 3회 세

척한 다음 0.1% FBS에 세포를 재현탁하여 0.1% tryphan blue에서

viability를 관찰한 후 1×10
6
cells/㎖의 농도로 조정하였다.조정된 세포액

을 96-wellcellcultureplate에 각각 100㎕씩 분주한 다음 20℃에서 2

시간 부착시킨 후 각 well의 상징액을 조심스럽게 제거하고 0.1% FBS가

함유된 L-15medium으로 2회 세척하여 식세포를 준비하였다.NBT 환원

시험에 사용되는 자극물은 zymosan을 사용하였다.Zymosan 0.02 g에

FBS1㎖을 첨가하여 23℃에서 30분간 반응시켰다.반응시킨 zymosan을

3,000 rpm에 10분간 원심 분리하여 상징액을 제거하였다.옵소닌화된

zymosan을 L-15medium으로 2회 세척한 후 상징액을 버리고 nitroblue

tetrazolium (NBT)1㎎/L-15medium ㎖로 조정된 NBT 용액을 넣어 총

10㎖이 되게 하였다.식세포가 부착된 cellcultureplate의 각 well에

blank로는 zymosan이 첨가되지 않은 100㎕의 NBT 용액을,시험 sample

에는 zymosan이 첨가된 NBT 용액을 100㎕씩 첨가하여 25℃에서 30분

동안 반응시켰다.반응시킨 후 상징액을 버리고 5% FBS가 첨가된 L-15

medium으로 세척한 다음 100% methanol로 10분간 고정시켰다.고정된

세포를 70% methanol로 2회 세척한 후 건조하여 각 well에 2M KOH

용액 120㎕와 dimethylsulfoxide(DMSO)용액 140㎕를 첨가한 후 630

㎚에서 흡광도 값을 측정하였다.
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13.공격 시험

각 농도의 마늘 추출액을 주사한 시험어와 마늘 착즙액을 침지한 시험어

의 병원성 세균에 대한 저항력을 조사하기 위하여 병원성 세균

StreptococcusiniaeBS10균주와 EdwardsiellatardaKE-1균주를 복강

주사하였다.S.iniaeBS10균주와 E.tardaKE-1균주의 LD50값은 각각

1×10
5.5
CFU/ml과 1.0×10

3
CFU/ml이었다.각 농도의 마늘 추출액 주사

시험과 마늘 착즙액 침지 시험 종료 2일 후,각 구간별로 S.iniaeBS10

균주는 1.0×10
6
CFU/㎖,E.tardaKE-1균주는 1.0×10

4
CFU/㎖ 으로 0.1

㎖/fish로 각각 공격 주사하였다.주사한 시험어의 수는 각 구간별 12마리

씩이었다.

공격 시험의 결과는 2 주일간의 누적 폐사율과 상대 생존율 (RPS,

Relativepercentsurvival)로 나타내었다 (RPS =(1-% Mortalityin

experimentalgroup/% Mortalityincontrolgroup)).

각각 두 균주로 공격 시험한 후 마늘 착즙액 침지 시험 역시 동일한 균

주와 생균농도로 동일량을 공격 주사 하였으며 침지 실험 종료 후 2주일간

의 누적폐사율과 상대생존율을 나타내었다.

14.통계학적 분석

대조구와 각 시험구 사이의 통계학적 유의성은 Student'st-test로 비교

하여 p값이 0.05미만일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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III.결 과

1.마늘 추출물 복강 투여 후 넙치의 면역 반응 활성 조

사

1.1.넙치의 체표 점액 lysozyme활성 조사

각 농도별 마늘 추출물로 주사한 시험어의 체표 점액 lysozyme활성을

조사한 결과를 Fig.1에 나타내었다.

마늘 추출물 1,3,5,및 7%로 주사한 시험어의 체표 점액 lysozyme활

성이 대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 5%의 마늘 추

출물 주사 시험구에서 가장 높은 체표 점액 lysozyme활성을 나타내었다.
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Fig.1.Changesoflysozymeactivityinskinmucusofoliveflounder,

Paralichthys olivaceus, injected intraperitoneally with various

concentration (0,1,3,5,7 and 10 %)ofphysiologicalsaline

extractedgarlic,Allium sativum,respectively.
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1.2.시험어의 혈청 lysozyme활성 조사

각 농도별 마늘 추출물로 주사한 시험어의 혈청 lysozyme활성을 조사

한 결과를 Fig.2에 나타내었다.

마늘 추출물 1,3,및 5%로 주사한 시험어의 혈청 lysozyme의 활성이

대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 5%의 마늘 추출물

주사 시험구에서 가장 높은 체표 점액 lysozyme활성을 나타내었다.
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Fig.2.Changes oflysozyme activity in serum ofolive flounder,

Paralichthys olivaceus, injected intraperitoneally with various

concentration (0,1,3,5,7 and 10 %)ofphysiologicalsaline

extractedgarlic,Allium sativum,respectively.
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1.3.시험어의 혈청 내 살균 능력 시험

각 농도별 마늘 추출물로 주사한 시험어의 혈청 내 살균 능력을 조사한

결과를 Fig.3에 나타내었다.

0,1,3및 6시간까지의 시험구는 대조구와 비교하여 유의적인 차이를

나타내지 않았다.12시간에서는 3,5및 7% 투여한 시험구에서 대조구에

비하여 유의적인 감소를 나타내었으나 6시간째에 비해 세균수가 증가한

것으로 보아 살균 작용보다는 정균작용이 일어났음을 알 수 있었다.
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Fig.3.ChangesofbactericidalreactionagainstEscherichiacoliATCC

25922in serum ofoliveflounder,Paralichthysolivaceus,injected

intraperitoneallywithvariousconcentration(0,1,3,5,7and10%)of

physiologicalsalineextractedgarlic,Allium sativum,respectively.
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1.4.시험어의 혈액 내 세포 수 변화 조사

각 농도별 추출물로 주사한 시험어의 순환 혈액 내에 출현하는 림프구와

호중구의 수를 조사한 결과를 Fig.4에 나타내었다.

림프구의 수는 추출물 투여 후 각 시험구마다 유의적인 차이는 없었다.

그러나 호중구의 수에서 1,5및 10%의 추출물을 주사한 시험구에서 대

조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 1%의 마늘 추출물 주

사 시험구에서 대조구와 비교해서 가장 높은 유의적인 증가를 나타내었다.
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Fig.4.Changesinnumberoflymphocytesandneutrophilsper5,000red

blood cells in peripheral blood of olive flounder,Paralichthys

olivaceus,injectedintraperitoneallywithvariousconcentration(0,1,

3,5,7and10%)ofphysiologicalsalineextractedgarlic,Allium

sativum,respectively.
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1.5.시험어의 SODactivity조사

각 농도별 마늘 추출물로 주사한 시험어의 혈액,신장 및 간에서 SOD

activity를 조사한 결과를 Fig.5에 나타내었다.

혈액에서는 각 농도별 시험구의 SOD활성이 유의적인 증가를 나타내지

않았으나 신장에서는 1,3및 5% 시험구에서 대조구와 비교하여 SOD활

성이 유의적인 증가를 나타내었고,1% 시험구에서 가장 높은 유의적인

증가를 나타내었다.간에서는 1및 3% 시험구에서 대조구와 비교하여

SOD 활성이 유의적인 증가를 나타내었으며 1% 시험구에서 가장 높은 유

의적인 증가를 나타내었다.
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Fig.5.SOD activity ofblood,kidney and liverofolive flounder,

Paralichthys olivaceus, injected intraperitoneally with various

concentration (0,1,3,5,7 and 10 %)ofphysiologicalsaline

extractedgarlic,Allium sativum,respectively.
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1.6.시험어의 NBT 환원 시험

각 농도별 마늘 추출물로 주사한 시험어의 신장에서 분리한 대식세포의

NBT환원량을 조사한 결과를 Fig.6에 나타내었다.

마늘 추출물 3%와 5%를 투여한 시험어의 신장 대식세포의 NBT 환

원량이 대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 5%의 마늘

추출물 주사 시험구에서 가장 높은 신장 대식세포의 NBT 환원량을 나타

내었다.
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Fig.6.NBT reductionofphagocytesinheadkidneyofoliveflounder,

Paralichthys olivaceus, injected intraperitoneally with various

concentration (0,1,3,5,7 and 10 %)ofphysiologicalsaline

extractedgarlic,Allium sativum,respectively.
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1.7.공격 시험

마늘의 각 농도별 추출물 주사 시험구 넙치의 병원성 세균에 대한 저항

력을 조사하기 위하여 병원성 세균 Streptococcus iniae BS10 균주와

EdwardsiellatardaKE-1균주를 넙치에 복강 주사하였다.각 농도의 마

늘 추출물 주사 2일 후,각 구간별 시험어에 S.iniae BS10균주는

1.0×10
6
CFU/㎖,E.tardaKE-1균주는 1.0×10

4
CFU/㎖ 으로 각각 공격

주사 하였다.

공격 시험 후 14일간 누적 폐사율과 상대 생존율을 조사하여 그 결과를

Table1과 Fig.7에 나타내었다.

Table1.Cumulativemortalityandrelativepercentageofsurvival(RPS)

ofoliveflounder,Paralichthysolivaceus,injected intraperitoneally

withvariousconcentrationofphysiologicalsalineextractedgarlic,

Allium sativum,2daysafterfollowingintraperitonealinjectionwith

StreptococcusiniaeBS10andEdwardsiellatardaKE-1,for14days

StreptococcusiniaeBS10 EdwardsiellatardaKE-1

Group
Cumulative

mortality(%)
RPS(%) Group

Cumulative

mortality(%)
RPS(%)

1% 83% 9% 1% 75% 18%

3% 58% 36% 3% 58% 36%

5% 50% 45% 5% 42% 55%

7% 83% 9% 7% 75% 18%

10% 83% 9% 10% 92% 0%

Control 92% - Control 92% -
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Fig.7.Cumulative mortality ofolive flounder,Paralichthysolivaceus,

injectedintraperitoneallywithvariousconcentration(0,1,3,5,7and10

%)ofphysiologicalsalineextractedgarlic,Allium sativum,2days

afterfollowingintraperitonealinjectionwithStreptococcusiniaeBS10

(A)andEdwardsiellatardaKE-1(B),for14days.
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2.마늘 착즙액 침지 후 넙치의 면역 반응 활성 조사

2.1.넙치의 체표 점액 lysozyme활성 조사

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 넙치의 체표 점액 lysozyme활성을 조

사한 결과를 Fig.8에 나타내었다.

마늘 착즙액 0.25,0.5및 1.0g/L에 침지한 시험구별 시험어 체표 점액

lysozyme활성이 모두 대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그

중 0.25 g/L의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 가장 높은 체표 점액

lysozyme활성을 나타내었다.
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Fig.8.Changesoflysozymeactivityinskinmucusofoliveflounder,

Paralichthysolivaceus,immersedinvariousjuiceconcentration(0,

0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,respectively.
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2.2.시험어의 혈청 lysozyme활성 조사

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈청 lysozyme의 활성을 조

사한 결과를 Fig.9에 나타내었다.

마늘 착즙액 0.25,0.5및 1.0g/L에 침지한 시험구의 혈청 lysozyme활

성이 모두 대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 0.25g/L

의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 가장 높은 혈청 lysozyme활성을 나타내

었다.
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Fig.9.Changes oflysozyme activity in serum ofolive flounder,

Paralichthysolivaceus,immersedinvariousjuiceconcentration(0,

0.1,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,respectively.
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2.3.시험어의 혈청 내 살균 능력 시험

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈청 내 살균 능력을 조사한

결과를 Fig.10에 나타내었다.

0,1,3및 6시간에서는 대조구와 비교하여 각 구간별 유의적인 차이를

나타내지 않았다.12시간에서는 0.1.0.25및 0.5g/L의 농도에 침지한 시

험구에서 대조구와 비교하여 유의적인 감소를 나타내었으나 6시간째에 비

해 세균수가 증가한 것으로 보아 살균 작용보다는 정균작용이 일어났음을

알 수 있었다.
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Fig.10.ChangesofbactericidalreactionagainstEscherichiacoliATCC

25922 in the serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus,

immersedinvariousjuiceconcentration(0,0.1,0.25,0.5and1.0g/L)

ofgarlic,Allium sativum,respectively.



- 24 -

2.4.시험어의 혈액 내 세포 수 변화 조사

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험어의 순환 혈액 내에 출현하는 림

프구와 호중구의 수를 조사한 결과를 Fig.11에 나타내었다.

림프구와 호중구의 수는 착즙액 0.25,0.5및 1.0g/L에 침지한 시험구가

대조구와 비교하여 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 0.25g/L의 마늘

착즙액 침지 시험구에서 lymphocyte와 neutrophil의 수가 가장 증가하였다.
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Fig.11.Changesinnumberoflymphocytesandneutrophilsper5,000

red blood cellsin peripheralblood ofoliveflounder,Paralichthys

olivaceus,immersedinvariousjuiceconcentration(0,0.1,0.25,0.5

and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,respectively.
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2.5.시험어의 SODactivity조사

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈액,신장 및 간에서 SOD

activity를 조사한 결과를 Fig.12에 나타내었다.

혈액에서는 각 농도별로 침지한 구간에서 SOD 활성이 유의적인 증가를

나타내지 않았으나 신장에서는 0.1,0.25,0.5및 1.0g/L침지 시험구 모두

SOD 활성이 대조구와 비교하여 유의적인 증가를 나타내었으며,0.25g/L

로 침지한 시험구에서 가장 높은 유의적인 증가를 나타내었다.간에서도

0.1,0.25및 0.5g/L침지 시험구에서 SOD 활성이 대조구와 비교하여 유

의적인 증가를 나타내었으며,0.5g/L로 침지한 시험구에서 가장 높은 유

의적인 증가를 나타내었다.
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Fig.12.SOD activity ofblood,kidney and liverofoliveflounder,

Paralichthysolivaceus,immersedinvariousjuiceconcentration(0,

0.1,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,respectively.
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2.6.시험어의 NBT 환원 시험

각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험어의 신장에서 분리한 대식세포의

NBT환원량을 조사한 결과를 Fig.13에 나타내었다.

마늘 착즙액 0.1,0.25및 0.5g/L에 침지한 시험어 신장 대식세포의

NBT 환원량은 대조구에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다.그 중 0.25

g/L의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 가장 높은 신장 대식세포의 NBT 환

원량을 나타내었다.
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Fig.13.NBT reductionofheadkidneyphagocytesofoliveflounder,

Paralichthysolivaceus,immersedinvariousjuiceconcentration(0,

0.1,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,respectively.
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2.7.공격 시험

각 농도별 마늘 착즙액 침지 시험구 넙치의 병원성 세균에 대한 저항력

변화를 조사하기 위하여 병원성 세균 StreptococcusiniaeBS10균주와

EdwardsiellatardaKE-1균주를 각각 시험어에 복강 주사하였다.각 농

도의 마늘 착즙액 침지 2일 후,각 구간별로 S.iniaeBS10균주는 1.0×10
6

CFU/㎖,E.tardaKE-1균주는 1.0×10
4
CFU/㎖ 으로 각각 공격 주사 하

였다.

공격 시험 후 14일간 누적 폐사율과 상대 생존율을 조사하여 그 결과를

Table2과 Fig.14에 나타내었다.

Table2.Cumulativemortalityandrelativepercentageofsurvival(RPS)

ofoliveflounder,Paralichthysolivaceus,immersedinvariousjuice

concentration ofgarlic,Allium sativum,2 days afterfollowing

intraperitoneal injection with Streptococcus iniae BS10 and

EdwardsiellatardaKE-1,for14days

StreptococcusiniaeBS10 EdwardsiellatardaKE-1

Group
Cumulative

mortality(%)
RPS(%) Group

Cumulative

mortality(%)
RPS(%)

0.1g/L 83% 9% 0.1g/L 83% 0%

0.25g/L 58% 36% 0.25g/L 42% 50%

0.5g/L 58% 36% 0.5g/L 50% 40%

1.0g/L 75% 18% 1.0g/L 58% 30%

Control 92% - Control 83% -
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Fig.14.Cumulativemortality ofoliveflounder,Paralichthysolivaceus,

immersedinvariousjuiceconcentration(0,0.1,0.25,0.5and1.0g/L)of

garlic,Allium sativum,2daysafterfollowingintraperitonealinjection

withStreptococcusiniaeBS10(A)andEdwardsiellatardaKE-1(B),

for14days.
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3.공격 시험한 넙치의 마늘 착즙액 침지 효과 시험

3.1.넙치의 체표 점액 lysozyme활성 조사

병원균으로 공격 주사한 넙치를 각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 다음

시험구의 어체별 체표 점액 lysozyme의 활성을 조사한 결과를 Fig.15에

나타내었다.

S.iniaeBS10으로 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 점

액 lysozyme활성은 대조구에 비해서 0.25g/L와 0.5g/L의 침지 시험구에

서 유의적인 증가가 나타났으나 1.0g/L시험구에서는 유의적인 증가를 나

타내지 않았다.그 중 0.25g/L시험구가 대조구와 가장 큰 차이를 나타내

었다.

E.tardaKE-1으로 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 점

액 lysozyme활성은 대조구에 비해서 모든 농도 시험구에서 유의적인 증

가를 나타냈으며 특히 0.5g/L시험구에서 대조구에 비하여 큰 증가를 나

타내었다.
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Fig.15.Changesoflysozymeactivity in skin mucusofchallenged

separately with Streptococcusiniae BS10and Edwardsiellatarda

KE-1onoliveflounder,Paralichthysolivaceus,followingimmersion

invariousjuiceconcentration(0,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,

Allium sativum,respectively.



- 31 -

3.2.시험어의 조직 내 균수 변화 조사

병원균으로 공격 주사한 시험어를 각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 다음

시험구의 어체별 조직 내 균수 변화를 조사한 결과를 Fig.16에 나타내었

다.

S.iniaeBS10로 공격 주사한 뒤 마늘 착즙액 침지 시험구의 각 조직 내

균수 변화는 대조구에 비해서 모든 농도 시험구에서 유의적인 감소가 나타

났으며 특히 0.25g/L와 0.5g/L구간에서 대조구에 비해 큰 감소를 나타

내었다.

E.tardaKE-1로 공격 주사한 뒤 마늘 착즙액 침지 시험구의 각 조직

내의 균수 변화는 대조구에 비해서 모든 농도 침지 시험구에서 유의적인

감소를 나타내었다.그 중 0.5g/L시험구가 대조구와 비교하여 가장 큰

감소를 나타내었다.
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Fig.16.Changes ofnumber ofbacteria in organs ofchallenged

separately with Streptococcusiniae BS10and Edwardsiellatarda

KE-1onoliveflounder,Paralichthysolivaceus,followingimmersion

invariousjuiceconcentration(0,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,

Allium sativum,respectively.
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3.3.시험어의 혈액 내 세포 수의 변화 조사

시험어에 병원균 공격 주사 후,각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험구

어체별 순환 혈액 내에 출현하는 림프구와 호중구의 수를 조사한 결과를

Fig.17에 나타내었다.

S.iniaeBS10을 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈액

내 림프구는 대조구에 비해서 0.25g/L와 0.5g/L시험구에서 유의적인 증

가가 나타났으며 호중구도 0.25g/L와 0.5g/L시험구에서 대조구에 비해

유의적인 증가를 나타내었다.그러나 1.0g/L시험어의 혈액에서는 림프구

와 호중구의 수가 대조구에 비해 유의적인 증가는 나타나지 않았다.

E.tardaKE-1을 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈액

내 림프구 수가 대조구에 비해서 0.25g/L와 1.0g/L시험구에서 유의적인

증가를 나타내었으나,호중구에서는 모든 시험구에서 대조구에 비해 유의

적인 증가를 나타내었다.
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Fig.17.Changesinnumberoflymphocytesandneutrophilsper5,000

red blood cellsin peripheralblood ofchallenged separately with

StreptococcusiniaeBS10(A)andEdwardsiellatardaKE-1(B)on

oliveflounder,Paralichthysolivaceus,followingimmersioninvarious

juice concentration (0,0.25,0.5 and 1.0 g/L)ofgarlic,Allium

sativum,respectively.
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3.4.시험어의 SODactivity조사

병원균으로 공격 주사한 시험어를 각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험

구 어체별 혈액,신장 및 간에서 SODactivity를 조사한 결과를 Fig.18에

나타내었다.

S.iniaeBS10을 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈액,

신장 및 간의 SOD 활성 중,혈액에서는 대조구에 비해서 SOD활성이 모

든 시험구에서 유의적인 증가가 나타났다.신장 역시 대조구에 비해서

SOD활성이 모든 시험구에서 유의적인 증가가 나타났다.그러나 간에서는

대조구에 비해 유의적인 증가를 보이지 않았다.

E.tardaKE-1을 공격 주사한 뒤,마늘 착즙액에 침지한 시험어의 혈액,

신장 및 간의 SOD 활성 중,혈액에서는 대조구에 비해서 SOD활성의 유

의적인 증가가 나타나지 않았다.반면 신장에서는 대조구에 비해서 SOD

활성이 모든 시험구에서 유의적인 증가가 나타났으며 간에서는 대조구에

비해 0.5g/L와 1.0g/L시험구에서 유의적인 증가를 나타내었다.
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Fig.18.SODactivityofblood,kidneyandliverofchallengedseparately

with Streptococcusiniae BS10 and Edwardsiella tarda KE-1 on

olive flounder, Paralichthys olivaceus, following in immersion

variousjuiceconcentration(0,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium

sativum,respectively.
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3.5.생존율 조사

병원균으로 공격 주사한 시험어를 각 농도별 마늘 착즙액에 침지한 시험

구 어체별 생존율을 조사하고 그 결과를 Table3과 Fig.19에 나타내었다.

Table3.Cumulativemortalityandrelativepercentageofsurvival(RPS)

of challenged separately with Streptococcus iniae BS10 and

EdwardsiellatardaKE-1onoliveflounder,Paralichthysolivaceus,

followingimmersioninvariousjuiceconcentration(0,0.25,0.5and

1.0g/L) ofgarlic,Allium sativum,juice,for14days,respectively.

StreptococcusiniaeBS10 EdwardsiellatardaKE-1

Group
Cumulative

mortality(%)
RPS(%) Group

Cumulative

mortality(%)
RPS(%)

0.25g/L 42% 50% 0.25g/L 42% 58%

0.5g/L 58% 30% 0.5g/L 67% 33%

1.0g/L 83% 0% 1.0g/L 67% 33%

Control 83% - Control 100% -
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Fig. 19. Cumulative mortality of challenged separately with

Streptococcusiniae BS10and Edwardsiella tarda KE-1 on olive

flounder,Paralichthysolivaceus,folllowingimmersioninvariousjuice

concentration(0,0.25,0.5and1.0g/L)ofgarlic,Allium sativum,

respectively.

(A):StreptococcusiniaeBS10;(B):EdwardsiellatardaKE-1
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IV.고 찰

본 연구에서는 마늘 추출물의 비경구적 투여와 마늘 착즙액의 침지를 통

해 넙치의 비특이적 면역 반응에 미치는 영향을 분석하고 병원체에 대한

저항력을 알아봄으로써 유효한 추출물의 농도와 방어력 증강에 관여하는

마늘의 효능을 밝히는데 필요한 기초 자료를 얻고자 하였다.

마늘의 생리 활성은 주로 유황 화합물에 의한 것이며,마늘을 마쇄하였

을 때 생성되는 alliin은 곧 alliinase에 의해 분해되어 allicin으로 변한다.

Allicin은 비타민 B1과 같은 생리 작용을 가질 뿐만 아니라 체내에서 흡수

가 빠르고 thiamin의 체내 이용율을 높여준다 (Stoll& Seedback,1949).

그 외에도 Helicobacterpylori의 번식 억제 (O'Garaetal.,2001),이질의

원인균인 Entamebahistolytica의 독성 인자 억제 (Ankrietal.,1997),항

균 작용,방부 효과가 있으며,특히 항암,혈청 콜레스테롤 감소,혈소판 응

집 억제,항산화제로서의 기능 (Schwartzetal.,2002)이 우수한 것으로 알

려져 있다.

어류의 1차 방어선으로서 점액,lysozyme,항체,보체,대식세포 등이 알

려져 있으며 이들은 감염을 일으킬 수 있는 미생물들의 침입과 부착을 막

는다.본 연구에서 넙치의 체표 점액 및 혈청 lysozyme활성이 마늘 추출

물을 주사하였을 때에 1,3,5및 7%의 시험구에서,마늘 착즙액을 침지

하였을 때에 0.25,0.5및 1.0g/L의 모든 시험구에서 대조구에 비해 활성

이 높았음을 알 수 있었다.어류의 lysozyme은 점액,혈청 등에 들어있으

며 특히 백혈구와 백혈구가 풍부한 조직인 신장,비장,장 등에 포함되어

있고 macrophage와 호중구가 주된 생산 세포로 알려져 있다 (Murray&
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Fletcher,1976).이 효소는 gram 양성 및 음성균에 작용하여 용균하는 능

력을 가지고 있는 염기성의 단백 효소로서 세균벽의 peptidoglycan을 구성

하고 있는 N-acetylmuramicacid와 N-acetylglucosamine사이의 β-1,4결

합을 분해하는 기작을 가지며 그람 음성균에 대한 항체와 보체의 작용을

증강시켜준다.또한 단핵 식세포와 다형핵세포의 식작용을 증강시켜준다

(Jolles& Jolles,1984;Grinde,1989).김 등 (1992)은 넙치의 lysozyme이

Micrococcuslysodeikticus이외에도 Aeromonashydrophila,Pseudomonas

fluorescens,Staphylococcusepidermidis에 대하여 높은 정균 효과를 나타

내었다고 보고하였다.Ecliptaalbaleaf를 틸라피아에 경구 투여하였을 때

혈청 lysozyme의 활성이 높아진 보고가 있으며 (Christybapita etal.,

2007),Solanum trilobatum leaf추출물을 틸라피아에 복강 주사하였을 때

에도 lysozyme활성이 높아졌다는 보고가 있다 (Divyagnaneswarietal.,

2007).0.5%의 levan을 잉어에 경구 투여하였을 때 혈청 lysozyme이 대조

구에 비해 1.56배 증가한다는 보고도 있다 (Dinaetal.,2007).본 실험에

사용한 마늘 추출물과 다른 면역 증강제와의 직접적인 비교는 할 수 없지

만,다른 면역 증강제와 유사하게 마늘 추출물을 주사하였을 때와 마늘 착

즙액에 침지하였을 때 lysozyme의 활성이 증가하였으며,이는 neutrophil의

수가 증가하는 현상과 관련시켜볼 때 마늘 성분의 자극 효과를 배제할 수

없을 것으로 생각한다.

본 연구에서 E.coli에 대한 살균 반응을 지표로 혈청의 살균능을 조사

한 결과,마늘 추출물 3,5및 7%를 주사한 시험구가 대조구에 비해 유의

적인 증가를 나타내었고 마늘 착즙액의 0.25g/L와 0.5g/L침지 시험구가

대조구에 비해 효과가 좋은 것으로 나타났다.Tuftsin을 indianmajorcarp

에 경구 투여하였을 때 혈청 내 살균능이 높았으며 (Misraetal.,2006),β

-glucan을 indianmajorcarpfingerling에 복강 주사하였을 때에도 혈청
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내 살균능이 높게 나온 보고가 있다.하지만 본 실험 결과에서 12시간째

대조구에 비해 유의적인 차이를 나타내었으나 6시간째와 비교하여 세균수

가 증가하였다.이는 혼합 생약재 첨가사료를 넙치에 투여 하였을 때 보체

의 살균능이 대조구에 비해 유의적인 차이를 나타내지 않는다는 보고 (정

등,2002)가 있어,혈청의 살균작용,특히 보체의 작용보다는 혈청 내 다른

물질로 인한 정균작용으로 생각된다.

본 연구에서 수행된 혈액세포의 변화를 보면 마늘 추출물을 주사하였을

때에는 림프구 수에서는 대조구와 비교하여 유의적인 증가를 보이지 않았

다.그러나 호중구 수에서는 1,5및 10%의 마늘 추출물을 투여하였을 때

호중구 수의 변화가 대조구와 비교하여 유의적인 증가를 나타내었다.마늘

착즙액에 침지하였을 때에는 림프구와 호중구 수에서 대조구와 비교하여

0.25,0.5및 1.0g/L 시험구에서 모두 유의적인 증가를 나타내었다.S.

iniaeBS10로 공격 주사한 후 0.25g/L와 0.5g/L의 농도에 침지하였을 때

림프구와 호중구의 수가 증가하였다.E.tardaKE-1을 공격 주사 한 후에

침지하였을 때 림프구 수의 변화는 0.25g/L와 1.0g/L시험구에서 증가하

였고 호중구의 수는 대조구와 비교하여 모든 시험구에서 유의적인 증가를

보였다.실험 결과에서도 알 수 있듯이 마늘 추출물을 주사하거나 마늘 착

즙액을 침지하였을 때 대체적으로 호중구의 수가 증가함을 알 수 있었다.

이러한 결과는 쥐에게 마늘 추출물을 림프구에 자극하였을 때 나타나는 면

역 증강 효과와도 유사한 것으로 나타났다 (전과 백,1997).

어떠한 자극 후에 phagocytes는 호흡폭발이라고 불리는 격렬한 산소 소

비 기간 동안에 superoxideanion(O2
-
)과 이 반응의 유도물인 hydrogen

peroxide와 hydrogenradical들을 활성화시킨다.이 반응성의 산소는 즉시

어류 세균성 병원체에 대항하여 강력한 bactericidalactivities를 나타낸다

(Secombesetal.,1992).호흡폭발 활성의 증가는 phagocytes의 세균성 병
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원체 사멸 활동과 관련이 있다 (Sharpetal.,1993).NBT 환원 시험은 호

흡폭발 활성을 확인하기 위해 사용된다 (Schiffrinetal.,1997).본 연구에

서 마늘 추출물 3%와 5%를 각각 주사하였을 때 대조구에 비해 NBT

환원량이 유의적인 증가를 나타내었으며 특히 5% 시험구에서 가장 높은

차이를 나타내었다.마늘 착즙액을 침지한 시험구에서는 0.1,0.25및 0.5

g/L의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 대조구와 비교하여 유의적인 증가를

나타내었고,그 중 0.25g/L를 침지한 시험구에서 가장 높은 유의적인 증

가를 나타내었다.Glucan을 turbot과 giltheadseabream에 투여하였을 때

높은 NBT 활성을 나타내었고 (Castroetal.,1999),levan을 투여하였을

때에도 높은 NBT 활성을 나타내었다 (Rairakhwadaetal.,2007).또한 복

어에 L-ascorbyl-2-monophosphate를 투여하였을 때 대조구에 비해 높은

NBT 활성을 나타내었다 (Eo& Lee,2008).어류의 종과 투여한 면역 증

강제의 종류는 다르지만 면역 증강제를 투여하였을 때 NBT 활성이 증가

하였고 마늘 추출물을 투여하거나 마늘 착즙액을 침지하였을 때 NBT 활

성이 대조구에 비해 높게 나타난 것으로 보아 마늘 성분이 넙치의 호흡폭

발 유도에 관여하였을 것으로 생각된다.

대식세포에 의해 방출되는 산소 대사물은 매우 반응성이 높기 때문에 조

절되어야한다 (Song& Hsieh,1994).ROIs의 효과적이고 빠른 제거는 생

물 생존에 필수적이다.이것은 SOD와 같은 항산화 방어 기작에 의해 일어

난다.마늘 추출물을 주사한 뒤 혈액,신장,간의 SOD활성을 조사한 결과

혈액에서는 마늘 추출물을 3% 주사하였을 때 SODactivity가 대조구에 비

해 유의적인 증가를 나타내었다.그리고 신장과 간에서는 대조구에 비해

마늘 추출물을 투여한 시험구 모두 SOD activity가 유의적인 증가를 나타

내었다.마늘 착즙액을 침지한 시험구에서는 혈액에서는 대조구와 유의적

인 증가를 나타내지 않았으나 신장에서는 0.25,0.5및 1.0g/L등 모든 시
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험구에서 유의적인 증가를 나타내었으며 간에서도 0.25g/L와 0.5g/L시

험구에서 유의적인 증가를 나타내었다.병원균을 공격 시험한 후 마늘 착

즙액에 침지한 구간에서,StreptococcusiniaeBS10공격 시험 구간의 혈

액과 신장에서 모두 대조구와 유의적인 증가를 보였지만 간에서는 유의적

인 차이를 보이지 않았다.EdwardsiellatardaKE-10공격 시험 구간의

혈액은 대조구에 비해 유의적인 증가를 보이지 않았으나 신장에서는 모든

시험구에서,간에서는 0.5g/L와 1.0g/L시험구에서 대조구에 비해 유의적

인 증가를 나타내었다.Grouper에 sodium alginate를 경구 투여 하였을 때,

respiratorybursts와 SOD 활성이 증가하였고 (Yehetal.,2007),white

shirimp에 β-glucan을 경구 투여하였을 때 SOD 활성이 높았으며 WSSV

에 대한 폐사율이 낮았다는 보고가 있다 (Changetal.,2003).호흡 폭발로

인한 phagocyte의 활성 증가는 NBT 활성과 Chemiluminescenceresponse

의 증가로 알 수 있다.하지만 superoxideanion이 항상 호흡 폭발에 의해

서만 발생하는 것이 아니라 여러 다른 대사 작용에서도 발생하며,세포에

서 NADH oxidase를 가지고 있고 SOD 활성에 의해서 macrophage의 호

흡 폭발을 측정하는 CL response의 결과가 다양하게 나오기 때문에 CL

response에서 소실되는 superoxideanion양까지 알 수 있는 SOD 활성이

중요하다는 보고도 있다 (Ordasetal.,2000).본 연구에서는 superoxide

anion의 생성량과 SOD 활성 사이의 상관관계를 비교해보면 NBT 활성이

대조구에 비해 유의적으로 증가한 시험구와 신장에서 대조구와 비해 유의

적인 증가를 나타낸 SOD활성이 일치하였다.다른 면역 증강제를 투여 하

였을 때 SOD 활성이 증가하는 것과 유사한 결과를 나타내었으며,이는

SOD 활성 증가로 어체의 산화 스트레스 감소와 면역력 증가를 나타낸다

고 생각한다.

StreptococcusiniaeBS10과 EdwardsiellatardaKE-1을 공격한 뒤 마



- 44 -

늘 착즙액으로 침지한 시험구의 조직 내 균수 변화를 살펴보면 대조구에

비해서 모든 구간에서 세균 수가 줄어들었다.특히 Streptococcusiniae

BS-10시험구에서는 0.25g/L와 0.5g/L의 시험어 조직 내 균수가 대조구

에 비해 크게 줄어든 결과를 나타내었다.

공격 시험에서는 마늘 추출물을 5% 주사한 후 Streptococcusiniae

BS10공격 시험구의 상대생존율이 45%로 가장 높았다.Edwardsiella

tardaKE-1을 공격 주사하였을 때에는 마늘 추출물 5% 주사 시험구의

상대생존율이 55 %로 가장 높았다. 마늘 착즙액을 침지한 뒤

StreptococcusiniaeBS10을 공격 시험 하였을 때 마늘 착즙액 0.25g/L와

0.5 g/L 침지 시험구의 상대생존율이 각각 36 %로 가장 높았고

EdwardsiellatardaKE-1공격 주사에서는 마늘 착즙액 0.25g/L침지 시

험구 상대생존율이 50%로 가장 높았다.시험어에 병원체 공격 후 마늘

착즙액 침지 효과를 생존율로 알아보았을 때에는 Streptococcus iniae

BS10 공격 주사 후 0.25g/L시험구의 상대생존율이 50%로 가장 높았

다.EdwardsiellatardaKE-1공격 후 마늘 착즙액 침지 시험구에서도

0.25g/L시험구의 상대생존율이 58%로 가장 높았다.Indianmajorcarp

에 Solanum trilobatum leaf열수 추출물 400㎎/㎏을 복강 주사하였을 때

Aeromonas hydrophila에 대해 상대 생존율이 70.84 %로 나타났으며

(Divyagnaneswarietal.,2006),Tilapia에 Ecliptaalbaleaf열수 추출물

0.1%를 2주간 경구 투여 하였을 때 75%의 상대 생존율을 나타내었다

(Christybapitaetal.,2007).0.5%의 levan을 잉어에 경구 투여 하였을 때

에도 Aeromonas hydrophila에 대해서 100 % 생존율을 나타내었으며

(Dinaetal.,2007),tuftsin을 고농도로 4회 주사 하였을 때 Aeromonas

hydrophila와 Edwardsiellatarda에 대해서 저항력이 높게 나타난 보고가

있다 (Misraetal.,2006).마늘을 경골어류에 투여한 연구는 많지 않아 직
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접적인 비교는 어렵지만 투여한 각 면역 증강제의 면역 증강 패턴과 폐사

율의 감소가 본 연구의 결과와 유사하였다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 마늘 추출물이 대조구에 비하여 높은 방

어력을 나타냄으로써 생리활성 물질의 유용성을 밝힐 수 있었다.마늘 추

출물을 주사 또는 마늘 착즙액을 침지 했을 때 neutrophil를 자극하여

lysozyme활성이 증가함을 알 수 있었다.혈청 내 살균능은 12시간째 대

조구에 비해 유의적인 증가를 나타내었으나 6시간째보다 증가하는 경향을

보여 혈청 내 물질이 살균 효과 보다는 정균 효과가 있을 것으로 생각한

다.또한 NBT 활성의 증가와 면역 관련 효소 중 하나인 SOD 활성이 신

장에서 활성화되는 것을 알 수 있었다.이와 같은 결과는 마늘이 어류에

미치는 생리학적 영향을 조사해보지는 못하였지만 투여 간격,횟수 및 투

여 시기에 따라 마늘이 어류에 미치는 영향이 각기 다를 것으로 생각하며,

마늘 추출물의 적정 투여 간격,횟수 및 투여 시기별 영향에 대하여 더 조

사할 필요가 있다.또한 마늘 추출물을 복강에 주사함에 있어서 핸들링에

의한 스트레스 반응을 고려해 보아야 할 것이다.그리고 추출물에 대해서

경구적으로 투여하는 방법과 invitro환경에 적용하여 면역기구에 미치는

작용에 대해서도 좀 더 많은 연구가 이루어져야 할 것으로 생각한다.어병

세균에 대한 증식 억제 작용에 대한 연구와 각 마늘 추출물의 농도에 따른

면역 반응에 관여하는 요소의 활성 차이도 발생하였기 때문에 마늘 추출물

의 유효 성분과 농도별 영향 역시 조사할 필요가 있을 것으로 사료된다.
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V.요 약

본 연구에서는 마늘 추출물과 착즙액이 넙치의 면역력에 미치는 영향과

투여 방법에 따른 효과를 밝히고자 하였다.마늘 추출물의 투여는 복강 주

사법을,마늘 착즙액은 침지법을 사용하였으며,전자는 마늘 추출물 주사와

착즙액 침지 후에 병원균을 공격하였고,후자는 병원균 공격 후 마늘 착즙

액을 침지하였다.마늘 추출물의 복강 주사법은 어체 당 추출물의 1,3,5,

7및 10%를 2일 간격으로 3회 주사한 다음 2일 째에 병원균의 공격 시

험을 하였다.마늘 착즙액 침지법은 어체당 추출물의 0.1,0.25,0.5및 1.0

g/L의 농도에 2일 간격으로 3회 침지하였다.주사 후 마늘 착즙액 침지

법은 시험균을 공격 주사한 1일 후 마늘 추출물 0.25,0.5및 1.0g/L의

농도에 2일 간격으로 3회 침지하였다.면역력 변화의 지표로서는 체표

점액 lysozyme,혈청 lysozyme,혈청 내 살균능,혈중 림프구와 호중구 수

변화,혈액,신장 및 간의 SOD activity와 NBT 활성 등을 조사하였다.그

결과,마늘 추출물의 복강 주사 시험구에서는 5 % 시험구에서 점액

lysozyme활성과 혈청 lysozyme활성이 가장 높은 유의적인 증가를 하였

고 혈청 내 살균능은 12시간째 3,5및 7% 시험구에서 유의적인 감소를

나타내었다.호중구의 수는 1,5및 10%를 주사하였을 때 유의적인 증가

를 보였다.SOD activity는 신장에서는 1,3및 5% 시험구에서,간에서는

1및 5% 시험구가 대조구에 비해 유의적인 증가를 나타내었다.NBT 환

원 시험은 3 및 5 % 시험구에서 높은 NBT 환원량을 나타내었다.

StreptococcusiniaeBS10과 EdwardsiellatardaKE-1을 공격 주사한 후

상대 생존율은 두 병원체 시험구 모두 5% 시험구에서 가장 높았다.마늘
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추출물의 침지 시험에서는 0.25g/L시험구에서 체표 점액 lysozyme활성

과 혈청 lysozyme활성이 가장 높은 유의적인 증가를 하였고,혈청 내 살

균능은 12시간째 0.25g/L시험구에서 대조구와 비교하여 가장 많은 유의

적인 감소를 나타내었다.림프구와 호중구의 수는 0.25,0.5및 1.0g/L시

험구에서 대조구에 비해 유의적인 증가를 보였다.SOD activity는 신장에

서는 모든 시험구에서,간에서는 0.1,0.25및 0.5g/L시험구에서 대조구에

비해 유의적인 증가를 나타내었다.NBT 환원 시험은 0.1,0.25및 0.5%

시험구에서 대조구와 비교하여 유의적인 증가를 나타내었다.S.iniae

BS10과 E.tardaKE-1을 공격 주사한 후 상대 생존율은 병원체 시험구

모두 0.25g/L시험구에서 가장 높은 상대 생존율을 나타내었다.마늘 착

즙액의 공격 후 침지 시험구에서는 0.25 g/L 시험구에서 체표 점액

lysozyme활성이 가장 높은 유의적인 증가하였고 호중구의 수는 S.iniae

BS10공격 후 침지한 시험에서는 0.25및 0.5g/L시험구에서,E.tarda

KE-1공격 후 침지한 시험에서는 모든 시험구에서 대조구에 비해 유의적

인 증가를 나타내었다.SOD activity는 신장에서 대조구에 비해 유의적인

증가를 나타내었다.조직 내 균수 변화를 살펴보면 대조구에 비해 모든 시

험구에서 세균 수가 줄어들었다.시험구의 생존율은 S.iniaeBS10과 E.

tardaKE-1의 공격에 대하여 0.25g/L침지 시험구의 상대생존율이 가장

높았다.이상의 결과를 종합하여 볼 때 마늘 추출물과 착즙액이 넙치에 면

역능 향상과 어류 질병에 저항성 증강에 효과가 있는 것으로 사료된다.
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선배님께 감사드리며,실험을 하는 동안 많은 도움을 주신 어병예방학 실
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실 생활하면서 많은 도움을 주었던 정영은,김수현,한상윤,박효진,조교

희,최민지,강예지 후배님께도 감사드립니다.

그리고 학교 생활을 하면서 정신적으로 많이 지쳐있을 때 많은 격려와

힘을 주신 박봉환 선배님,이우승 학형님,오현창,조기택,김진수,최강,천

은오,박창준,이석진 후배님께도 감사드리며 그 외 수산생명의학과 선후배

님께도 감사드립니다.

항상 말썽만 부리는 하나밖에 없는 아들이지만 언제나 저의 편에서 제

이야기를 들어주시며,추운 곳에서도 쉬는 날 없이 묵묵히 일하시며 제 뒷

바라지 해 주신 아버지,어머니께 진심으로 존경과 감사의 말씀을 올립니

다.
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