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Responses of physiology and biochemistry in
black seabream, Acanthopagrus schlegeli exposure to nonylphenol

Bo Mi Park

Department of Aquatic Life Medicine. The Graduate School.
Pukyong National University

Abstract                       

Endocrine disruptors (EDs) imitate natural hormones in the endocrine

system causing harmful effects on human and wildlife (Maguire 1999).

Nonylphenol (NP) is one of the type of EDs. It has the ability to combinate

human estrogen receptors, causing disruption in hormonal regulatory system

(Ning et al. 2007). Also, causing a variety of hematologic effects, oxidative

stress, physiological effect and immunological changes. Toxic effects of NP

were reported in fish, observed invertebrates and mammals (Staples et al.

2004).

The objective of this study was observed to biochemical, immunological

and physiological response exposed to nonylphenol (0, 80, 160, 320 ㎍/L) in

black seabream, Acanthopagrus schlegeli (mean length 16.71 ± 0.9 cm, mean

weight 80.15 ± 13 g) during 4weeks.

Hematoiogical factors, red blood cell count, white blood cell count and

hematocrit levels showed a tendency to decrease with increasing concentration

of nonylphenol. Calcium and magnesium in the plasma was increased

significantly. Total protein was increased and glucose showed no significant
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change. GOT was decreased and GPT showed significant increased.

Antioxidant enzymes factors, SOD, CAT, GSH, GST showed a tendency to

increase with increasing concentration of nonylphenol. Stress Indicators

factors, cortisol was decreased at 2weeks, 80 ㎍/L but increased at 4weeks,

80 ㎍/L. AchE was decreased at 2, 4weeks. Immunological factors, lysozyme

was increased at 2weeks, but decreased in high concentration of nonylphenol

at 4weeks. NP affect hematology and immune system. So NP harms

metabolism and physiology of black sea bream.
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Ⅰ. 서 론

내분비계장애물질은(Endocrine disrupting chemicals, EDCs)은 환경호르몬이라고

도 불리며 체내에서 항상성 유지와 발달과정 자연 호르몬의 생산, 방출, 수송, 대

사, 결합 그리고 배설작용을 간섭하는 체외물질이다 (국립환경연구원, 1998). 이는

인위적으로 만들어지는 것뿐만 아니라, 자연계에 존재하고 있는 천연물질이나 합

성된 화학물질 중에도 상당수 포함되어 있는 것으로 밝혀져 있다. 인간과 야생동

물에서 내분비계의 교란을 통해 개체 수 감소 및 생식에 문제를 유발하는 것으로

알려지고 있다. (Colborn and Chlement, 1992; Colborn et al., 1993)

내분비계장애물질의 종류 또는 추정물질로는 각종 산업용 화학물질(원료물질),

농약류(살충제 및 제초제), 중금속류, 다이옥신류, 식물성 에스트로젠, 합성 에스트

로젠류, 식품 및 식품첨가물 등이 있다. 대표적인 환경호르몬 물질로는 유기주석

(TBT), PCB, 스티렌다이머, 트리머, 비스페놀 A, 헥사클로로벤젠, 노닐페놀 등이

있다.(국립환경연구원, 2000)

Nonylphenol은 다양한 유기체의 호르몬 시스템을 방해할 수 있는 유독성 생체

이물이다. 이는 주로 산업성 계면활성제로 널리 사용되는 노닐페놀 에톡실레이트

에서 주로 분해되어 발생한다. 노닐페놀 에톡실레이트는 생분해를 통해 노닐페놀

을 포함한 여러 가지 부산물로 분해되어 상당한 양이 하수처리에 도달한다. 환경

에서의 노닐페놀의 발생은 폐수 처리, 하수 슬러지의 재활용 같은 인위적인 활동

과 상관된다. 낮은 용해도, 높은 소수성 등의 물리적 특성으로 인하여 계속적으로

높은 유기물 함량을 유지하게 되고, 강물과 퇴적물, 토양 및 지하수, 하수 처리작

업, 하수 슬러지 등 특정 환경 구획에 축적된다. 환경에서의 노닐페놀의 영향은 수

생 생물의 암컷화, 수컷의 생식력 감소, 낮은 농도에서 아동의 생존을 나타낸다.

이러한 해로운 영향 때문에 EU 국가에서 금지되었고 캐나다, 일본 등 많은 나라

에서 모니터링 하고 있다 (A.Soares et al., 2008).
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내분비계교란물질은 환경 중 생체 내에 잔존하며 이는 수년간 지속되기도 한다.

또한 지방 및 조직에 농축되는 성질을 가지고 있으며, 생체 호르몬과는 달리 쉽게

분해되지 않고 안정하다. 내분비계는 생식, 발생, 행동, 항상성 유지 등에 관여하는

호르몬을 생산하고 분비하는 기관이다. 생산된 호르몬은 체내를 순환하면서 성장

및 발육, 암수분화 등에 관여한다. 포유류에서 어류까지 이르는 모든 척추동물이

내분비계를 가지고 있다. 호르몬은 체내의 생리작용, 항상성 등을 매우 낮은 농도

로 조절하기 때문에 비슷한 특성을 가진 환경오염물질에 노출될 경우 위험한 영

향을 끼칠 수 있다. (신효선, 1999)

내분비계교란물질이 미치는 영향으로 조류와 패류에서 임포섹스 유발을 하여

불임을 야기하고 (Nakahara and Hutaki, 1998), 바다 밑 바닥에 있는 뻘을 오염시

켜, 굴 등 야생동물의 사멸이나 기형을 유발시키고 있다 (Colborn et al., 1996;

Nakahara and Hutaki, 1998). 또한 어류에서 갑상선호르몬 분비가 교란되어 갑상

선비대증을 앓고 있으며 생식기능이 저하되고, 혈액 내 성호르몬의 농도가 저해되

며 이차 성징이 발달되지 않았다 (Leatherland, 1992). 수염이 구부러지고, 피부에

비늘이 없어 진물이 흐르는 병에 걸린 것이 발견되고 있으며(Colborn et al.,

1990), 성장이 저해되고, 백혈구나 림프구가 감소하는 만성독성이 일어난다는 것으

로 밝혀져 있다 (Leatherland, 1992; Bengtsson et al., 1994).

독성물질의 영향을 분석하기 위한 독성학적 환경연구에서 생리∙병리적 영향을

가늠하는 지표로 혈액학적 성상은 주요한 지표로 이용되며 (Adhikari et al.,

2004), 혈액학적 수치는 오염된 환경에 대한 생리학적 반응을 확인하는 지표로 사

용된다 (Dethloff et al., 2001). 혈청성분 역시 오염물질의 노출에 의한 생체 장애

의 수준을 판단 할 수 있는 주요한 지표로 사용된다. 또한 생체 내의 대사 작용과

연관하여 스트레스 요인에 대한 기본적인 자료로 이용될 수 있다 (Waring et al.,

1992).

호기성생물은 reactive oxygen species(ROS)에 의한 세포 손상을 막거나 제한

하는 메커니즘이 필요하다. 이에 따라 세포들은 상호의존적인 항산화 방어 시스템

을 만들었다. 항산화 작용은 스트레스를 받은 세포 내에서 산화 스트레스에 대한

항산화 활동을 한다. 주요 항산화 효소로 Superoxide dismutase (SOD), Catalase
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(CAT), Glutathione (GSH), Glutathione S-transferase (GST) 등이 있다. SOD는

superoxide anion를 hydrogen peroxide(H2O2)로 변환시키며, CAT는 H2O2를 산소

분자와 물로 분해시킨다. 글루타티온과산화효소(glutathione peroxidases; GPx)는

lipid hydroperoxide를 모두 감소시킨다(Almeida, 2007). Glutathione; GSH은 세

포내의 가장 풍부한 티올(thiol-)기의 항산화제로 sulfhydryl의 완충 장치로서 역할

을 한다. 이것은 또한 글루타티온 S-전달효소(glutathione S-transferases; GST)에

의해 촉진되는 conjugation reaction을 통한 해독복합체의 기능을 한다 (Nordberg,

2001). 글루타티온 S-전달효소(glutathione S-transferases; GST)는 모든 호기성생

물에 존재하는 해독효소로 기능을 하고, 트리펩티드 글루타티온(tripeptide

glutathione)에 대해 nucleophilic attack을 촉매 한다. 이 과정을 통해, 기질은 산화

된 글루타티온(oxidized glutathione)의 동시생산과 함께 감소되고 이성화 될 뿐만

아니라, 환원형 글루타티온에 활용된다(Kim, 2001).

스트레스는 어류의 어체에 생화학적인 작용을 주어 건강도에 영향을 미치며

(Specker and Schreck, 1980), catecholamine과 cortisol을 과다 분비하는 내분비반

응을 유도하여 체내의 에너지원의 빠른 소비를 유발한다 (Barton and Iwama,

1991; Pickering et al., 1993). Cortisol은 일반적으로 쉽게 측정할 수 있는 스트레

스 지표이며, 급성 스트레스가 유도되면 정상적인 상태보다 증가한다. 그러나 수질

이라는 특정 환경에 있을 때 정상적인 수치보다 낮게 측정되는 경우도 있다

(Pickering et al., 1982; Barton and Iwama, 1991).

Acetylcholine은 신경전달물질 중 하나이며 중주신경계와 말초신경계의 가장 주

요한 물질이다. Acetylcholinesterase은 어류에서 콜린성 시스템의 주요한 성분이

며, 콜린성 시냅스에서 신경자극전달을 제어하고, 이 효소 활성은 뇌에서 주로 일

어난다 (Chuiko, 1997). Acetylcholinesterase의 감소는 독성물질에 노출된 어류에

서 일반적으로 관찰되며 (Modesto, 2010), 이는 신경독성에 대한 생물지표가 될

수 있다 (Manzo, 1995).

면역은 살충제, 금속 및 기타 화학 물질과 같은 수계 독성 물질에 의해 영향을

받을 수 있다. 오염된 연안 해역에 노출된 어류에서 면역기능의 파괴에 관한 많은

증거들이 여러 분야의 연구에 의해 보고되고 있다. 비 특이 면역반응 중
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lysozyme은 미생물 침입에 대한 용균제로 작용하는 어류의 주요한 요소이다.

Lysozyme 활성도는 어류의 건강상태, 스트레스, 성별, 온도 및 수계 독성 물질에

의해 변화된다 (Kim and Kang, 2015).

감성돔, Acanthopagrus schlegeli (Bleeket)은 농어목 (Order Perciformes) 도미

과 (Family Sparidae)에 속하는 내만성 어종으로 중국해 동남쪽, 일본 훗카이도

이남 및 우리나라 전 연안 해역에 분포한다 (Chyung, 1977). 우리나라에서는 1990

년대 후반부터 남해안과 서해안에서 대량종묘생산이 이루어지고 있으며 (국립수산

과학원, 2007), 성장이 비교적 빠르고 육질이 우수하여 인기가 높아 2006년부터

2011년까지 6년간 방류량이 1,932.4만 마리에 달하고 있다 (Kim et al., 2013). 낮

은 용해도와 높은 소수성으로 인해 nonylphenol은 연안으로 흘러들어 올 가능성이

높으며 내만성 어종인 감성돔은 영향을 받을 수 있다. 그러므로 감성돔에 대한

nonylphenol의 연구가 필요하다 사료된다. 따라서 본 연구는 0, 80, 160, 320 ㎍/L

농도에서 4주간 nonylphenol에 노출된 감성돔의 혈액학적, 생화학적 및 면역학적

변화를 분석하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험어 및 실험환경

본 실험에서 사용한 실험어는 경남 통영 해상 가두리양식장에서 분양받은 감성

돔, Acanthopagrus schlegeli로 4주간 순치시킨 후 전장 16.71 ± 0.9cm, 전중

80.15 ± 13g의 외관상 건강한 개체를 실험에 사용하였다. 선별된 개체는 유리수조

내 해수 40L를 채워 입식하였고 이틀에 한번 환수하였다. 실험을 위한 수조실 온

도는 20.5±1℃로 일정하게 유지하였으며, 실험에 사용한 해수의 수질성분은 Table.

1과 같다.

Nonylphenol의 노출을 위한 Nonylphenol(Sigma-Aldrich. Inc., USA) 일정량을

Ethyl alcohol(Sigma-Aldrich. Inc., USA)에 용해시킨 후, ethyl alcohol의 영향을

최소화하기 위해 증류수에 혼합물의 일정량을 용해하였다. 이 혼합물을 사육수조

에 혼합하여 각각의 노출농도가 0, 80, 160, 320㎍/L가 되도록 설정하였다. 실험기

간은 총 4주 동안 실시하였으며, 2주 마다 시료를 샘플링을 하였다.
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Table. 1 The chemical components of seawater and experimental condition

used in the experiments.

Item Value
Temperature (℃) 20.5±1.0

pH 8.34±0.02
Salinity (‰) 33.56±0.05

Dissolved Oxygen (mg/L) 7.56±0.22
Chemical Oxygen Demand (mg/L) 0.83±0.25

Ammonia (㎍/L) 14.5±0.7
Nitrite (㎍/L) 6.33±0.31
Nitrate (㎍/L) 21.19±2.2
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2. 혈액

혈액응고를 방지하기 위해 heparin-Na (5,000 I.U., 중외제약)을 처리한 1회용

주사기를 이용하여 실험어의 미부정맥(caudal vein)에서 혈액을 채취하였다. 채취

즉시 혈액을 사용하여 RBC(Red Blood Cell) count, WBC(White Blood Cell)

count, hemoglobin (Hb)농도 및 hematocrit (Ht)을 분석하였다. RBC count와

WBC count는 혈액을 Hendrick's diluting solution으로 400배 희석한 후,

hemo-cytometer (Improved Neubauer, Germany)를 이용하여 광학현미경으로 계

수하였다. Hb 농도는 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd.)를 이용하여

Cyan-methemoglobin법으로 측정하였다. Ht는 Ht 모세관을 사용하여 일정량을 얻

은 후, microhematocrit centrifuge (Model; 01501, HAWKSLEY AND SONS

Ltd., England)에서 12,000rpm으로 5분간 원심분리 후 판독판 (Micro-Haematocrit

reader, HAWKSLEY AND SONS, England)로 측정하였다.
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3. 혈청

채취한 혈액은 5분간 3,000g, 4℃로 원심분리 (MIKRO 22R, Hettich, Germany)

하여 혈청을 분리하였다. 채취한 혈청으로 무기성분, 유기성분 및 효소활성의 변화

를 관찰하였다.

무기성분은 칼슘 (Calcium), 마그네슘 (Magnesium)을 측정하였다. 칼슘은

OCPC (o-cresolphthalein-complexon)법, 마그네슘은 Xylidyl blue-Ⅰ법에 의해 시

판되고 있는 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd)를 이용하였다.

유기성분은 혈당 (Glucose), 총 단백질 (Total protein)을 측정하였다. 혈당은

GOD/POD법, 총 단백질은 Biuret법에 의하여 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd)

를 이용하였다.

혈청 내 효소 활성 변화는 GOT (Glutamic oxalate transminase), GPT

(Glutamic pyruvate transminase)을 측정하였다. GOT와 GPT는 Reitman-Frankel

법에 의하여 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd)를 이용하였다.
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4. 항산화 효소 분석

분석을 위해 간과 아가미를 채취한 후, washing buffer (0.1M KCI, pH7.4)로 세

척하였다. 세척한 조직을 cold homogenization buffer (0.1M PBS, pH 7.4)로

Teflon-glass homogenizer (099CK4424, Glass-Col, Germany)을 이용하여 균질화

하였다. 이 균질액은 30분동안 12,000g, 4℃ (MIKRO 22R, Hettich, Germany)에서

원심분리 하여 상등액을 얻어 분석에 이용하였다. 모든 시료는 실험 전까지 -80℃

에 보관하였다.

조직의 단백질 함량은 Bradford (1976) 방법을 이용한 Bio-Rad Protein Assay

kit (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany)를 이용하여 정량하였다.

가. Superoxide dismutase (SOD)

SOD (Superoxide dismutase) 활성은 SOD Assay kit (Dojindo Molecular

Technologies, Inc.)를 이용하여 측정하였다. WST-1의 환원에 대한 50% inhibitor

rate로 측정하며, 시료의 5배식 0.1M PBS로 희석 후 분광광도계를 이용하여

450nm의 흡광도에서 측정하였다. 측정값으로 50% inhibitor rate를 구하여

unit/mg protein으로 나타내었다.

나. Catalase (CAT)

CAT (Catalase) 활성은 OxiSelectTMCatalase Assay kit (Cell biolabs, Inc.)를

이용하여 측정하였다. 분광광도계를 이용하여 520nm의 흡광도에서 측정하며,

unit/mg protein로 나타내었다. 1unit는 1분당 H2O2의 1.0μM을 분해하는 효소의

양으로 정의된다.
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다. Glutathione (GSH)

Reduced glutathione의 함량은 Beutler 등 (1963)의 방법을 이용하여 측정하였

다. 우선 상등액에 precipitation solution (metaphosphoric acid, Na2EDTA, NaCI)

을 첨가하여 혼합 후, 4,500g에서 10분간 원심분리 하였다. 시료의 상등액을 얻어

0.3M NaHPO4를 넣은 뒤 0.5M DTNB로 발색시켜 분광광도계를 이용하여 412nm

에서 흡광도를 측정하였다. GSH의 함량은 reduced glutathione standard curve를

이용하여 얻었으며, nmol GSH/mg protein으로 나타내었다.

라. Glutathione s-transferase (GST)

GST 활성은 Habig (1974)의 방법에서 변형하여 측정하였다. 일정량의 시료에

증류수와 0.2M potassium phoshate (pH 6.5)를 첨가 후, 혼합한 뒤 10mM GSH와

10mM CDNB를 첨가하여 1분간 실온에서 반응시켰다. 이 시료를 분광광도계를 이

용하여 340nm에서 30초 단위로 5분 동안 측정하였다. nmol/min/mg protein으로

나타내었다.
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5. Plasma cortisol

Plasma cortisol 활성은 ELISA quantification kit (Enzo Life Sciences, Inc.,

Farmingdale, NY, USA)를 이용하여 측정하였다. 우선 100μl standard (156, 313,

625, 1250, 2500 and 5000 pg/ml)와 100μl 시료를 plate에 분주한 뒤, 순차적으로

assay buffer, blue Conjugate, yellow Antibody를 첨가하였다. 그 뒤 plate shaker

를 이용하여 500rpm으로 2시간동안 상온에서 혼합했다. 혼합 후 wash buffer로

내용물이 남아있지 않게 하고, 순차적으로 blue Conjugate, pNpp substrate

solution을 첨가한 후 1시간동안 상온에서 방치하였다. Stop solution을 첨가하고

즉시 분광광도계를 이용하여 405nm에서 측정하였다.
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6. Acetylcholinesterase activity

아세틸콜린에스테라아제 활성은 homogenizing buffer (0.1M phosphate buffer,

pH 8.0)로 아가미(1:10), 근육(1:10), 뇌(1:25) 를 희석하여, teflon-glass

homogenizer (099CK4424, Glass-Col, Germany)를 이용하여 균질화 하였다. 이것

을 4℃, 10000g로 20분간 원심분리 하여 상등액을 실험에 사용하였다. 아세틸콜린

에스테라아제 활성은 nmol min
-1
mg protein

-1
으로 표시하였다. 조직의 단백질 함

량은 Bradford (1976) 방법을 이용한 Bio-Rad Protein Assay kit (Bio-Rad

Laboratories GmbH, Munich, Germany)를 이용하여 정량하였다.
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7. Lysozyme activity

혈청과 신장의 Lysozyme 활성을 보기위해 혈청은 혈장에서 얻었고, 신장의 조

직은 teflon- glass homogenizer (099CK4424, Glass-Col, Germany)를 사용하여,

homogenization buffer (0.004M phosphate buffer, pH6.6)로 10배 희석하여 균질화

하였다. 이것을 4℃, 10000g로 10분간 원심분리 하여 상등액을 실험에 사용하였다.

신장의 단백질 함량은 Bradford (1976) 방법을 이용한 Bio-Rad Protein Assay kit

(Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany)를 이용하여 정량하였다.

Lysozyme 농도는 효소활성의 측청을 통해 계산하였다. Lysozyme 활성은

Micrococcus lysodeikticus (Sigma)를 이용한 비색법(Ellis, 1990)으로 산출하였다.

표준곡선은 동결 건조된 hen egg white lysozyme (Sigma)을 사용하여, 흡광도

530nm에서 0.5분과 4.5분 간격으로 흡광도의 차이를 측정하였다.
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8. 유의성 검정

실험 분석 결과에 대한 통계학적 유의성은 SPSS 통계 프로그램 (IBM SPSS

Statistics 20.)을 이용하여, ANOVA test를 실시하여 Duncan's multiple range

test를 통해 P ＜ 0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 혈액 분석

Nonylphenol에 노출된 감성돔의 혈액성상은 Table. 2에 나타냈다. RBC count의

경우 2주차에는 유의적인 변화가 관찰되지 않았고 4주차에는 80 ㎍/L 이상의 농

도 구간에서 유의적인 감소가 나타났다. WBC count의 경우 2주차와 4주에서 80

㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인 감소가 나타났다. Hematocrit의 경우 2주차

에는 유의적인 변화가 없었고, 4주차에는 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인

감소가 나타났다. Hemoglobin의 경우 2주차와 4주차 모두 유의적인 변화가 없었

다.
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Table. 2 Changes of RBC count, Hematocrit and Hemoglobin in black seabream, Acanthopagrus schlegeli exposed to nonylphenol

for 4 weeks.

Parameters Period
(week)

Nonylphenol  concentration (㎍/L)

0 80 160 320

RBC count
(×104mm3)

2 452.2±6.5ab 362.2±49.7bc 350.7±35.8ab 279.2±15.1ab

4 443.7±55.8bc 324.7±51.1bc 291.2±.35.8c 242.7±60.1a

WBC count
(×104mm3)

2 52.0±3.8d 35.0±3.1bc 36.0±4.8bcd 31.75±3.5b

4 49.2±10.3cd 23.7±6.5ab 29.0±4.8ab 12.7±2.1a

Hematocrit
(%)

2 35.28±2.06c 34.14±2.04bc 32.87±3.76bc 31.16±2.65bc

4 32.50±1.08bc 31.57±1.46bc 28.0±1.22ab 24.62±1.49a

Hemoglobin
(g/dL)

2 11.46±0.78a 11.15±0.52a 10.50±1.15a 9.98±0.77a

4 11.74±0.76a 11.30±1.05a 11.20±0.69a 9.69±1.02a

Values are mean±S.E. Values with different superscript are significantly different (P ＜ 0 .05) as determined by Duncan's multiple

range test.
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2. 혈청 분석

혈청 성분의 변화는 Table. 3-4에 나타냈다. 칼슘은 2주차에서 80 ㎍/L 이상의

농도 구간에서 유의적인 증가가 나타났고, 4주차에도 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에

서 유의적인 증가가 나타났다. 마그네슘은 2주차에서 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에

서 유의적인 증가가 나타났고, 4주차에도 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인

증가가 나타났다. Glucose는 2주차와 4주차 모두에서 유의적인 변화가 나타나지

않았다. Total protein은 2주차에서 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인 증가

가 나타났고, 4주차에도 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인 증가가 나타났

다. GOT은 2주차에서 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인 감소가 나타났고,

4주차에도 80 ㎍/L 이상의 농도 구간에서 유의적인 감소가 나타났다. GPT는 2주

차에는 유의적인 변화가 나타나지 않았으며, 4주차에는 160 ㎍/L이상의 농도 구간

에서 유의적인 증가가 나타났다.
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Table. 3 Changes of serum calcium and magnesium in black seabream, Acanthopagrus schlegeli exposed to nonylphenol for 4

weeks.

Parameters Period
(week)

Nonylphenol concentration (㎍/L)

0 80 160 320

Calcium
(mg/dL)

2 12.14±0.49a 12.75±1.02a 27.11±4.46b 44.39±2.84c

4 32.77±1.5b 34.60±1.43b 46.42±3.61c 46.05±3.76c

Magnesium
(mg/dL)

2 3.29±0.06ab 3.33±0.08abc 3.70±0.12bcd 3.77±0.09d

4 3.34±0.05abc 3.15±0.07a 3.73±0.18cd 4.11±0.26d

Values are mean±S.E. Values with different superscript are significantly different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple

range test.
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Table. 4 Changes of serum glucose, total protein, GOT, and GPT in black seabream, Acanthopagrus schlegeli exposed to

nonylphenol for 4 weeks.

Parameters Period
(week)

Nonylphenol concentration (㎍/L)
0 80 160 320

Glucose
(mg/dL)

2 114.1±8.6a 136.6±19.7a 102.4±12.1a 114.7±17.7a

4 88.9±7.2a 87.0±16.2a 107.9±20.2a 134.0±16.1a

Total protein
(g/dL)

2 5.35±0.15b 5.53±0.08b 6.82±0.57c 7.25±0.33c

4 4.23±0.05a 4.27±0.05a 5.21±0.23b 5.32±0.47b

GOT
(Karmen/ml)

2 3.39±0.11c 3.42±0.24c 2.91±0.32bc 3.05±0.16bc

4 2.62±0.22ab 2.07±0.14a 2.18±0.25a 2.44±0.22ab

GPT
(Karmen/ml)

2 2.17±0.04b 2.22±0.08b 2.25±0.14b 2.23±0.08b

4 1.73±0.07a 1.57±0.04a 1.78±0.08a 2.36±0.22b

Values are mean±S.E. Values with different superscript are significantly different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple

range test.
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3. 항산화 효소 분석

Nonylphenol에 노출된 감성돔의 간과 아가미 내 항산화 효소를 분석하였다.

가. Superoxide dismutase (SOD)

SOD (Superoxide dismutase)활성 결과를 Fig. 1-2에 나타냈다. 간에서 SOD의

활성은 2주차에는 160 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 4주

차에는 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈다. 아가미에서 SOD

의 활성은 2주차에는 증가하는 경향은 보였지만 유의성이 나타나지 않았고, 4주차

에는 160 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈다.

나. Catalase (CAT)

CAT (Catalase)활성 결과를 Fig. 3-4에 나타냈다. 간에서 CAT의 활성은 2주차

에는 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 4주차에는 80 ㎍/L

이상의 농도에서 유의적인 증가를 보이다가 160 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의

적인 감소를 나타냈다. 아가미에서 CAT의 활성은 2주차에서 80 ㎍/L이상의 농도

구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 4주차에서 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유

의적인 증가를 나타내다가 320 ㎍/L의 농도에서 감소하는 경향을 나타냈다.
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다. Glutathione (GSH)

GSH (Glutathione)활성 결과를 Fig. 5-6에 나타냈다. 간에서 GSH의 활성은 2주

차에는 160 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 4주차에는 80

㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈다. 아가미에서 GSH의 활성은

2주차에는 320 ㎍/L의 농도에서 유의적인 증가를 보였고, 4주차에서도 320 ㎍/L의

농도에서 유의적인 증가를 보였다.

라. Glutathione s-transferase (GST)

GST (Glutathione s-transferase)활성 결과를 Fig. 7-8에 나타냈다. 간에서 GST

의 활성은 2주차에는 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 4

주차에도 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈다. 아가미에서

GST의 활성은 2주차에는 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈

고, 4주차에도 80 ㎍/L이상의 농도 구간에서 유의적인 증가를 나타냈다.
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Figure. 1 Changes of SOD activity in liver of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 2 Changes of SOD activity in gill of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 3 Changes of CAT activity in liver of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 4 Changes of CAT activity in gill of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 5 Changes of GSH activity in liver of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 6 Changes of GSH activity in gill of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 7 Changes of GST activity in liver of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 8 Changes of GST activity in gill of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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4. Plasma cortisol

Plasma cortisol의 분석 결과를 Fig. 9에 나타냈다. 2주차에는 대조군에서 유의

적인 증가를 나타냈고, 160 ㎍/L이상의 농도구간에서 유의적인 감소를 나타냈다.

4주차에는 증가하는 경향을 나타냈으나 유의적인 변화는 나타나지 않았다.
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Figure. 9 Changes of plasma cortisol in black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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5. Acetylcholinesterase activity

Acetylcholinesterase의 분석결과를 Fig. 10-12에 나타냈다. 아가미에서 2주차와

4주차에서 대조군 농도의 이상에서 유의적인 감소를 나타냈다. 근육에서 2주차에

는 대조군 농도의 이상에서 유의적인 감소를 나타냈고, 4주차에는 감소하는 경향

을 보이다가 160 ㎍/L이상의 농도구간에서 유의적인 감소를 나타냈다. 뇌에서 2주

차에는 80 ㎍/L이상의 농도구간에서 유의적인 감소를 나타냈고, 4주차에는 대조군

농도의 이상에서 유의적인 감소를 나타냈다. 대조군 농도의 이상에서 감소하는 경

향은 나타났지만 유의적인 변화는 나타나지 않았다.
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Figure. 10 Changes of AchE activity in gill of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Figure. 11 Changes of AchE activity in muscle of black seabream,

Acanthopagrus schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol.

Vertical bar denotes a standard error. Values with different superscript are

significantly different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range

test.
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Figure. 12 Changes of AchE activity in brain of black seabream,

Acanthopagrus schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol.

Vertical bar denotes a standard error. Values with different superscript are

significantly different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range

test.
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6. Lysozyme activity

Lysozyme activity의 분석 결과를 Fig. 13-14에 나타냈다. Serum의 2주차에는

80 ㎍/L이상의 농도구간에서 유의적인 감소가 나타나다가 160 ㎍/L이상의 농도구

간에서 다시 유의적인 증가를 나타냈다. 4주차에는 160 ㎍/L이상의 농도에서 유의

적인 감소를 나타냈다. 신장에서 2주차에는 80 ㎍/L이상의 농도구간에서 유의적인

감소가 나타나다가 160 ㎍/L이상의 농도구간에서 다시 유의적인 증가를 나타냈지

만 그 외의 구간에서는 유의적인 변화는 나타나지 않았다. 4주차에는 80 ㎍/L이상

의 농도구간에서 유의적인 증가를 나타냈고, 160 ㎍/L이상의 농도구간에서는 유의

적인 감소를 나타냈다.
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Figure. 13 The lysozyme activity in serum of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.



40

Weeks

 2  4

Ly
so
zy
m
e 
ac
tiv
ity
 ( 
un
it 
/ m
g 
)

0

1

2

3

4

5

6
Control Kidney

a

ab

ab
ab

c

bc

bc
bc

Figure. 14 The lysozyme activity in kidney of black seabream, Acanthopagrus

schlegeli exposed to the different concentration of nonylphenol. Vertical bar

denotes a standard error. Values with different superscript are significantly

different (P ＜ 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Ⅳ. 고 찰

많은 어류 종들은 수생 생태계에서 최고 소비자로 고려 될 수 있다 (Dallinger

et al., 1987). 이는 결과적으로 수생 환경에서 배출되는 오염물질이 물고기 자체에

축적 될 뿐만 아니라 잠재적 위험을 초래 할 수 있다 (Grimanis et al., 1978 and

Adams et al., 1992).

Nonylphenol(NP)은 높은 소수성과 낮은 용해성으로 강물과, 지하수 등의 환경

에 축적되며 (A.Soares et al., 2008), 이는 최종적으로 연안으로 도달할 수 있다.

독성 평가를 위해 선호되는 유기체는 조류, 무척추동물 및 어류가 있다. 노닐페놀

의 영향은 매우 다양하며 유기체의 발달단계, 주변 환경의 특성 및 조사결과로 인

해 각기 다른 관찰 결과가 나타나기도 한다 (A.Soares et al., 2008).

감성돔 (Acanthopagrus schlegeli)은 광염성 해산 경골어류로 염분내성이 강한

어종으로 알려져 있다 (Kitajima and Tsukashima, 1983). 최근에는 고삼투압 조절

능력을 이용한 감성돔의 담수양식 연구가 활발하게 진행되고 있다 (Min et al.,

2006). 이렇듯 감성돔은 연안과 담수양식으로 인하여 nonylphenol에 노출될 가능

성이 커지고 있다.

노출에 따른 혈액학적 매개변수는 환경오염에 대한 독성 스트레스를 측정하기

위한 지표로 널리 사용되고 있다. 혈액학적 결과에 따르면 NP 노출에 의해 적혈

구의 총 수를 유의하게 감소시킴으로써 빈혈을 유발하였다 (Schwaiger et al.,

2000). 본 연구에서 높은 농도에서 RBC count, Hematocrit, Hemoglobin에서 감소

가 나타났다. 에톡시화 된 NP는 oxyethylene (EO) chain의 길이와 사용된 농도에

따라 용혈효과를 유도하는 것으로 나타났다 (Bolis et al., 1977 and Galembeck

et al., 1998).

혈청 무기성분, 유기성분, 효소성분이 본 연구에서 분석되었다. 혈청 무기성분인

Ca과 Mg은 혈청의 삼투압의 변화에 따라 증가하거나 감소한다(Waring, 1996;

Chang, 2001; Hur, 2001). 본 연구에서 Ca은 2, 4주차 160㎍/L 이상의 농도에서
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유의적인 증가가 일어났다. Mg은 2, 4주차 320㎍/L의 농도에서 유의적인 증가가

일어났다. 이러한 결과를 고려해보았을 때, 높은 수준의 NP 농도는 어류의 삼투조

절에 어느 정도 영향을 줄 것으로 생각된다. 혈청의 유기성분으로는 Glucose와

Total protein을 분석하였다. 스트레스에 노출되었을 때 탄수화물의 대사가 증가하

여 일반적으로 glucose는 일반적으로 증가한다 (Hontela, 1996; Kennedy, 1995). 2

주차에는 큰 변화가 나타나지 않았고, 4주차에는 값이 증가하였다. 혈액 내의 Ca

과 total protein은 실험적으로 유발되는 난황형성 (vitellogenesis)동안 순환하는

vitellogenin의 수준과 상관관계가 있는 것으로 나타났다 (Björnsson and Haux

1985; Tinsley 1985; Nagler et al. 1986). Total protein은 4주차의 값이 2주차보다

낮았고, 2, 4주차 80㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 증가가 일어났다. 이러한 결과

를 고려해보았을 때, vitellogenin의 형성을 위해 높은 농도에서 total protein이 증

가한 것으로 보인다. 혈청 효소성분으로 GOT, GPT를 분석하였다. GOT와 GPT

는 환경오염 물질에 노출된 어류의 독성 영향평가를 위해 주로 사용되며, 이 수치

는 간, 췌장 조직의 조직학적 손상에 의해 증가될 수 있다 (Blasco, 1999). 본 연구

에서 GOT는 유의적인 변화는 나타나지 않았다. GPT는 2주차에는 유의성이 나타

나지 않았고, 4주차에는 증가하는 경향을 보이다가 320㎍/L의 농도에서 유의적인

증가가 나타났다. 이러한 결과는 NP 노출 실험이 어류의 간에 영향을 주는 것으

로 생각된다.

항산화 스트레스는 독성학적으로 중요한 하나의 부분으로 받아들여지고 있다.

활성산소 생성과 고갈의 불균형으로 인한 산화스트레스는 지질, 단백질, DNA과

같은 세포의 생체분자의 다양한 기능 장애를 일으킨다 (Minghong Wu et al.,

2011). 본 연구에서 SOD의 활성은 간에서 2, 4주에서 유의적인 증가가 일어났다.

아가미에서 2주차에는 유의적인 변화가 나타나지 않았고, 4주차에는 320㎍/L의 농

도에서 상당한 유의적인 증가를 나타내었다. 일반적으로 많은 연구에서 SOD의 활

성은 독성물질과 중금속물질 노출 시 증가된다는 보고가 많이 있다 (Misra et al.,

2009) CAT는 H2O와 02에 대한 H202의 해독을 담당하는 생체 이물질에 의한 ROS

를 제거하는 주요효소이다 (Sk and Bhattacharya, 2006). 본 연구에서 CAT 활성

은 간에서 2주차에는 320㎍/L 농도에서 유의적인 증가가 나타났고, 4주차에는 80
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㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 증가를 보이다가 320㎍/L 농도에서 유의적인 감

소가 나타났다. 아가미에서 2주차에는 160㎍/L 이상의 농도에서 상당한 유의적인

증가를 나타냈고, 4주차에는 160㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 증가를 보였고, 2

주차보다 전체적으로 활성의 감소를 나타냈다. 이러한 항산화 효소 활성의 감소는

NP의 직접 산화 효과에 기인한 것으로 보인다 (Minghong Wu et al., 2011). GSH

는 세포 내 티올(thiol)기 항산화물질 중 가장 풍부하게 존재한다. GSH의 감소는

화학물질과 자연적 오염물질에 노출된 어류의 환경스트레스의 생물지표로 간주된

다 (Vaglio, 1999; Peña-Llopis, 2001). 하지만 GSH는 간의 합성에 의해 증가할 수

도 있으며 이러한 반응은 글루탐산염 시스타인 연결효소(GCL: glutamate cysteine

ligase)와 오염물질 상호작용에 의해 유발된다 (Peña, 2001). 본 연구에서 간에서

2,4주차에 160㎍/L 이상의 농도에서 유의적 증가가 나타났다. 아가미에서 2주차에

는 증가하는 경향을 보였고, 4주차에는 160㎍/L 이상의 농도에서 유의적 증가가

나타났다. 이 증가는 산화스트레스에 대한 글루타티온 합성증가에 의한 것이라 판

단된다. GST는 환경오염물질과 같은 유해성 친전자성 생체이물의 해독작용에 주

요한 작용을 한다. 본 연구에서 간과 아가미에서 2, 4주차 80, 160㎍/L 의 농도에

서는 유의적인 증가가 보이지 않았지만 320㎍/L 농도에서 유의적인 증가가 나타

났다. 본 연구의 항상화 효소는 전반적으로 증가가 관찰되었고, 이러한 증가는 어

류의 산화스트레스에 의한 항산화 효소의 활성 증가로 보이며, 이는 어류의 방어

기작 활성에 따른 것이라 사료된다.

혈장 cortisol은 에너지 사용과 신진대사에 영향을 미치고, 간에서의 포도당 생

성, 근육에서 단백질, 지방 분해와 관련이 있다. 본 연구에서 2주차에는 증가하다

가 감소하는 유의성을 보였고, 4주차에는 80㎍/L 농도에서 감소하다가 증가하는

경향을 보였다.

Acetylcholin은 중추신경계와 말초신경계의 가장 중요한 신경전달물질 중하나이

며, acetylcholinesterase의 억제는 신경독성의 생물지표로 제시되고 있다 (Manzo,

1995). Acetylcholinesterase의 감소는 독성물질에 노출된 어류에서 일반적으로 발

견된다 (Modesto, 2010). 본 연구의 아가미에서 2주차에는 유의적인 감소가 나타

났고, 4주차에는 320㎍/L 농도에서 상당한 유의적 감소가 나타났다. 근육에서 2, 4
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주차에서 대조군 이상의 농도에서 유의적인 감소가 나타났다. 뇌에서 2주차에는

80㎍/L 이상의 농도에서 상당한 유의적 감소가 나타났다. 4주차에는 대조군 이상

의 농도에서 상당한 감소가 일어났으며 감소한 수치에서 유의적 변화는 나타나지

않았다. 상당한 acetylcholinesterase의 감소를 고려하였을 때, NP 노출은 실험어의

상당한 신경독성을 유발하였을 것이라 사료된다. Acetylcholinesterase의 축적은

어류의 생식행동과 도망치는 능력에 영향을 주어 어류의 생존에 직접적으로 간섭

을 줄 수 있다 (Bretaud, 2000).

환경 독성 물질에 의해 유발된 스트레스는 어류의 면역능력을 억제하는 것으로

알려져 있다 (Small, 2004). 가장 중요한 면역반응 중 하나인 lysozyme은 박테리

아 세포벽의 가수분해를 촉매 함으로서 박테리아를 죽이는 중요한 가수분해효소

이다 (Hikima et al., 2003). Secombes et al., (1997)는 하수 슬러지에 노출된 넙치

에서 증가된 라이소자임 수준을 관찰했다. 또한 Lysozyme의 증가와 감소에 대한

다양한 결과가 있다. 본 연구에서 혈청에서 2주차에는 320㎍/L에서 상당한 유의적

증가가 나타났고, 4주차에는 320㎍/L에서 상당한 유의적 감소가 나타났다. 신장에

서 80㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 감소가 나타났고, 4주차에는 320㎍/L에서 상

당한 유의적 감소가 나타났다. 이러한 결과는 NP의 높은 농도에서 면역학적 자극

으로 인해 면역력이 무너진 것으로 사료된다.

결론적으로 NP의 노출과 같은 유해한 물질에 따른 환경오염은 환경 뿐 만아니

라 어류에도 큰 영향을 줄 수 있다. 더 나아가 이러한 유해물질들의 축적이 나타

나는 어류를 섭취하는 인간의 건강에도 이상을 유발할 수 있다. 이번 실험을 통하

여 수계 중에 노출된 NP의 높은 농도의 노출은 생물체에 높은 영향을 줄 수 있음

을 보여준다. 하지만 NP 독성에 관한 다양한 해수 어류의 연구는 아직 많이 부족

한 실정이다. 따라서 NP 독성에 관한 다양한 연구가 여러 가지의 측면에서 이루

어져야 할 것이다.
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Ⅴ. 요 약

Nonylphenol(NP)은 폐수처리, 하수 슬러지의 재활용 및 공업세제 등의 사용으

로 인해 토양 및 지하수 등 자연환경에 축적되어 존재한다. NP는 수생 생물의 생

식력 감소, 생장감소 등의 유해한 영향을 미친다. 낮은 용해성과 높은 소수성으로

인해 환경에 오래 남아있게 되고 이는 어류와 야생동물에게 독성물질로 영향을

미칠 수 있다. 감성돔은 한국의 양식어종이며 상업적 가치가 높으며, 높은 염분내

성으로 담수양식을 위한 연구가 활발하게 일어나고 있다.

따라서 본 연구의 목적은 0, 80, 160, 320㎍/L의 NP 농도에서 노출된 감성돔의

혈액학적 변화, 항산화 효소 등과 같은 생리, 생화학적인 반응을 측정하는데 있다.

NP에 노출된 감성돔에서 RBC count, WBC count, hematocrit의 경우 높은 농

도에서 유의적인 감소가 나타났지만, hemoglobin의 경우 유의적인 변화는 보이지

않았다. Ca와 Mg은 80㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 증가를 나타냈고, glucose

는 유의적인 변화가 없었으며 total protein은 80㎍/L의 농도구간에서 유의적인 증

가를 나타냈다. GOP는 80㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 감소가 나타났고, GPT

는 4주차 160㎍/L 이상의 농도에서 유의적인 증가가 나타났다. SOD는 간과 아가

미에서 유의적인 증가를 보였으며 CAT는 간에서 증가하는 경향을 보이다가 4주

차 320㎍/L 농도에서 감소하였고, 아가미에서는 2, 4주차에서 증가하는 경향을 보

였다. GSH, GST는 간과 아가미에서 모두 증가하는 유의성을 보였다. 혈청

cortisol은 2주차에서 감소하였고, 4주차에는 별 다른 유의성을 보이지 않았다.

Acetylcholinesterase은 아가미, 근육, 뇌에서 모두 상당한 유의적인 감소를 나타냈

다. Lysozyme 활성은 혈청과 간의 4주차 320㎍/L 농도에서 상당한 감소를 보였

다.
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