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Toxicity and detoxification by combination exposure of cadmium and

ascorbic acid in starry flounder, Platichthys stella

WON TAE JUN

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

In oder to determine the detoxification effect of Vitamin C derivative,

L-Ascorbyl-2-monophospate(AMP), Starry flounder, Platichthys stellatus (mean

length 19.87±0.21 cm, and mean weight 139.47±1.41 g) were exposed for 4

weeks with the different levels of dietary cadmium at 0, 40, 80 mg/kg and 240

mg/L and L-Ascorbyl-2-monophospate at 0, 200, 400, 800 mg/kg. The

accumulation of cadmium significantly increased in organs of P. stellatus and

the highest accumulation was observed in intestinal tissues. The growth

performance of P. stellatus was considerably decreased. In hematological

parameters, the RBC count, hematocrit, and hemoglobin were significantly

decreased, and the notable alterations in plasma components such as calcium,

magnesium, glucose, cholesterol, GOT, and GPT were observed. The dietary

Cd exposure affected the hematological parameters and growth performance of

P. stellatus, and the high concentration of AMP supplementation was

substantially effective to attenuate the toxic effects of the Cd exporsure. In

antioxidant, The SOD, CAT, GST activity and GSH level of liver and gill

were considerably elevated by the dietary Cd exposure. As a vitamin C

derivative, the high levels of AMP supplementation attenuated the increase in

the SOD, CAT, GST activity and GSH level.



1

Ⅰ. 서 론

현대사회에서 금속은 자연적인 경로 외에 인위적인 경로를 통해 자연에

다수 유입되고 있다. 그 양은 해를 거듭할수록 증가하고 있으며 수중, 퇴적

물 또는 먹이사슬을 통해 수중 생물 내로 축적됨으로써(Olmedo, p at al.,

2013) 해양 생태계를 교란시킴과 동시에 인류에게도 위협이 되고 있다

(Lazano et al., 2010). 많은 금속류 중 일부 준금속의 경우 종에 따라 생체

의 구성성분 및 대사과정에서 극미량이 필요하기도 하지만 대부분의 중금

속류는 독성이 매우 심하다(Miliou, H at al., 1998). 이 중 카드뮴은 생체

내에서 강한 독성을 가진 중금속으로써 전기도금 산업과 화학안정제, 안료

생산업에서 주로 사용되며 광업, 금속산업 및 농업을 포함한 인위적 활동

의 부산물로부터 주로 방출된다(Gomez-Mendikute, A., & Cajaraville, M.

P., 2003). 전 세계적으로 해양에 유입되는 총 카드뮴의 양은 8000ton/yr에

달하는 것으로 추정되며 낮은 수준의 노출에서도 생체에 악영향을 미친다

(Cope et al., 1994). 어류에 있어서 카드뮴은 생리, 생화학적인 과정에서

세포의 항상성을 변화시켜 DNA damage, membrane depolarization,

cytoplasma acidification과 같은 장애를 유발하며(Badisa V. L at al.,

2007) 생식장애와 난질의 변화(Lin et al., 2000), 저칼슘혈증 및 척추기형

(Sjobeck et al., 1984)등의 영향을 줌으로써 중추기능의 역할을 방해한다.

중금속에 대한 해양 생물의 위해성 평가는 일반적으로 수중 독성노출에

의한 방법으로 이루어지며 실질적으로 생태계의 급이식 노출에 대한 독성

은 수중 독성노출에 비해 영향이 적다. 그러나 생체 내 카드뮴에 대한 급

이식 독성노출은 수중 독성노출과 유사한 영향을 일으킬 수 있으며(Pratap

and Wendelaar Bonga, 1993) 많은 연구 결과에 따르면 급이식 중금속 노
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출은 생체 내 위험요소로써 단독으로 작용할 뿐만 아니라 다른 독성물질에

또한 영향을 미칠 수 있다고 알려져 있다(Meyer et al. 2005). 카드뮴의 급

이식 만성 노출은 위장관으로 흡수되어 소화계, 비소화계에 축적되어 영향

을 미치며(Chowdhury et al., 2004) 체내 잔류된 카드뮴은 순환계로 이동

하여 간 및 신장에도 상당한 축적을 발생시킬 수 있다(Harrison and

Klaverkamp, 1989). 이러한 체내 중금속 축적은 어류의 방어기작에 영향을

주며 특정 부분에 다량 축적될 경우 체내 삼투압 변화, 이온 불균형

(Mcgeeret at al., 2000)과 같은 생리학적 대사변동 및 기타 스트레스를 발

생시킨다(R. Vinodhini at al., 2008). 따라서 급이식 카드뮴 노출에 따른 해

양생물의 위해성 평가는 수계 환경오염을 판단할 지표로 이용될 수 있다.

성장은 독성물질의 만성노출 영향에 대한 지표로써 사용되는 biomarker

중 하나이다(De Boeck, Vlaeminck & Blust, 1997). 중금속 노출은 어류의

성장지연에 영향을 미친다고 알려져 있으며(Lemaire., 1992) 독성노출로 인

한 체내 항상성 변화는 추가적인 대사가 필요한 보상, 적응과정을 유발시

키고 체내 제한된 에너지원의 재할당을 초래함으로써 성장의 감소로 이어

진다(Beyers et al., 1999). 중금속에 노출된 급이성 물질로 인한 어류의 성

장 감소 사례는 점차 증가하고 있으며, 금속에 노출된 대형 무척추 동물의

서식지에서 이러한 무척추 동물의 상위 포식자에 있는Oncorhynchus

mykiss와 Salmo trutta의 성장이 감소한 사례가 보고 된 바 있다

(Woodward et al., 1994; Farag et al., 1999).

혈액학적 성상은 생물의 건강도를 평가하기 위한 biomarker로 활용된다

(Oost et al., 2003; Tavares-Dias et al., 2002). RBC count, hematocrit

value, ion concentration, Plasma hormone, glucose와 같은 혈액학적 요소

의 변화는 금속독성에 대한 생리학적 반응을 나타낼 수 있다(Dethloff,

Bailey, & Maier, 2001). 금속 노출에 따른 스트레스는 혈액 조성의 변화에
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영향을 미치며(Sastry, K.V at al., 1984) 백혈구, 적혈구 및 혈소판과 같은

혈액 내 세포에서의 변화를 유도한다(Carvalho and Fernandes, 2006). 카

드뮴은 적혈구의 미세구조에 영향을 줌으로써 세포막의 변성을 초래하여

hemoglobin의 산소운반 능력에 영향을 미치게 되며(Mojzis and Frantisek,

2000), hematocrit과 hemoglobin 수치의 감소로 인한 빈혈 증상을 유발시

킬 수 있다(Gill and Epple , 1993). 카드뮴은 체내 ion concentration에도

영향을 미치는데, 이온 투과율 변화로 인한 저칼슘혈증이 나타날 수 있으

며(Sjobeck et al., 1984), glutamic oxalate transaminase(GOT), glutamate

pyruvate transaminases(GPT)와 같은 핼액 내 효소 또한 카드뮴의 독성영

향에 따라 변할 수 있다. GOT, GPT는 단백질과 탄수화물의 신진대사에

중요한 역할을 하며 이 효소들의 변화는 간, 근육 및 아가미와 같은 다양

한 조직에서 독성물질에 의해 유발된 손상을 진단하는데 사용된다(de la

Torre et al., 1999). 따라서 해양생물 혈액 내 여러 구성요소들은 카드뮴

독성을 판단 하는 중요한 biomarker가 될 수 있다.

산소는 산화적 인산화 반응에서 전자의 말단 수용체이기 때문에 호기성

대사에서 필수적인 요소이다. 그러나 카드뮴 노출과 같은 특정 조건에서는

전자의 흐름이 차단되어 과도한 reactive oxygen species (ROS)가 생성 될

수 있다(Novelli et al., 1998). ROS는 산화 스트레스를 유발시켜 생체 내

악영향을 주는 요소이며 전이금속 및 산화·환원 순환화합물을 포함한

xenobiotics 중 일부는 상당한 ROS를 발생 시키는 것으로 알려져 있다

(Kehrer,1993). ROS는 단백질과 DNA의 산화, 세포막의 불포화 지방을 과

산화 시킴으로써 불안정한 lipid hydroperoxide을 생성하게 되고 이 생성물

은 지질과 과산화 연쇄반응의 순환을 지속시키는 자유라디칼로 분해 될 수

있다(Brucka-Jastrzębska, E.,2010).

생물은 ROS로 인한 산화적 손상을 제어하기 위한 메커니즘으로
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superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), glutathione peroxidase(GPx),

glutathione reductase(GR), glutathione-S-transferase(GST)와 같은 항산

화 효소를 발달시켜 왔다. reduced glutathione(GSH), vitamins C and E와

같은 저분자 항산화제 또한 이러한 항산화 효소와 함께 결합하여 작용함으

로써 산화적 손상을 제어하는 역할을 한다(Pascual, P. at al., 2003). SOD

는 자유라디칼을 H2O2와 O2로 아세틸화 시킴으로써 자유라디칼의 직접적

인 독성을 방어한다. 그리고 자유라디칼이 금속이온과 상호작용하여 반응

성이 매우 강한 수산화 라디칼을 발생시키는 과정에서 다른 항산화 효소와

함께 작용하여 수산화 라디칼 증가를 억제시키는데 이 과정에서 SOD 농

도가 증가 될 수 있다(Winston and Di Guilio, 1991; Parihar et al., 1997).

CAT는 H2O2를 H2O과 O2로 분해하는 효소로써(Kim and Kang 2015) 화

학적으로 스트레스를 받게 되면 체내 CAT활성은 증가 또는 감소가 나타

나며 이것은 화학물질의 종류, 노출시간, 노출 양에 따라 다르게 나타난다

(Jemec A at al., 2008). GST는 Phase II 대사 효소계로써 endogenous

compounds, xenobiotics 및 phase I 대사 효소에 의해 생성된 1차 대사물

질의 무독화와 배설에 중요한 역할을 담당한다(Clark, 1989). 또한 세포 시

스템에서 방어기전으로 전자 친화성 물질과 GSH와의 결합을 촉매시키는

기능을 통해 항산화 효소로 작용한다(Atli, G., & Canli, M, 2010). GSH는

쉽게 산화되지만 산화 스트레스를 유발하는 금속과 결합할 수 있는 중요한

항산화제로써(Hansen BH at al., 2007) 산화된 GSH는 GR에 의해 다시 환

원형 GSH로 되면서 항산화제로써의 역할을 수행한다. 세포 내 GSH의 항

산화 작용은 농도, 산화·환원에 따른 회전율 그리고 합성 속도에 따라 그

영향이 달라질 수 있다(Potter DW at al., 1993). 여러 어종에 있어서 중금

속 노출에 따른 반응은 노출시간, 양에 따라 GSH의 증가 또는 감소가 보

고된 바 있다(Sayeed, I at al., 2003; Atli, G at al., 2008).
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비타민C(ascorbic acid, AsA)는 대부분의 수생 동물의 정상적인 성장과

생리 기능에 필수적인 미량 영양소이다(Ren et al., 2007). 하지만 어류는

AsA합성에 관여하는 L-gulonolactone oxidase가 없기 때문에 자체적으로

AsA를 합성 할 수 없고 따라서 외인성 경로에 의존한다(Di Giulio and

Meyer 2008). AsA는 ROS를 제거 할 수 있는 강력한 항산화제로써(Bae

et al., 2012) 조직에 대한 산화적 손상을 감소시키며(Dabrowski, 2001;

Khassaf et al., 2003) 성장, 생존율, 골격기형율 감소(Dabrowski, 1992)에

도움을 주고 스테로이드성 호르몬, 콜라겐 합성(Cavalli et al., 2003;

Hunter et al., 1979; Lightner et al., 1979) 그리고 환경성 스트레스 요인에

대한 내성(Agrawal et al., 1978; Ishibashi et al., 1992; Merchie et al.,

1995), 면역반응(Lin and Shiau, 2005)등 많은 기전에 관여한다. 또한 비타

민E의 재생과 같은 다른 주요 항산화제의 redox recycling에도 중요한 역

할을 한다(Bruno et al., 2006). 하지만 일반적인 L-Ascorbic acid의 형태는

불안정하며 사실상 사료의 가공·저장 과정에서 열, 빛에 노출되기 때문에

대부분의 활성이 손실될 수 있다(Hilton et al., 1977; Lovell and Lim,

1978; Soliman et al., 1987). Shiau and Hsu(1993)의 연구 결과에서는

Penaeus monodon 사료에 첨가된 L-ascorbic acid 활성의 75%가 제조 과

정에서 손실되었다고 보고되었다. 물론 지질, 에틸셀룰로오스 등 다른 물질

에 의한 코팅 또는 캡슐화를 통해 활성의 손실을 줄일 수는 있지만 이것은

한계가 있다. 따라서 수중 사료에 있어서 보다 더 안정적인 형태의 AsA공

급이 필요하며, 안정된 형태로의 AsA 이용은 어류의 AsA요구량을 보다

정확하게 평가 할 수 있다(Henrique et al., 1998). AsA 유도체 중

L-Ascorbyl-2-monophospate(AMP)는 급이식 AsA사료의 물질로써 효과

적으로 간주된다(X Wang at al., 2003). L-ascorbic acid의 형태는 수중에

서 불안정하지만 락톤고리의 C-2 position에 황산염과 인산염을 가진 AsA
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유도체는 산화 저항성이 높다고 알려져 있다(Tolbert et al., 1975). AsA

유도체 효능에 대한 연구결과에서는 Penaeus monodon의 AsA 요구량을

충족시키는 AMP의 효능이 L-ascorbyl-2-sulfate의 4배로 보고되었으며

(Shiau, S. Y., &Hsu, T. S., 1995) 다른 연구결과로 AsA 요구량이

L-ascorbic acid는 2000mg/kg(Shiau and Jan, 1992)이었던 반면 인산염 유

도체인 L-ascorbyl-2-polyphosphate(APP)는 210mg/kg, AMP는 40mg/kg

까지 감소했다(Shiau and Hsu, 1994). Matusiewicz & Dabrowski(1995)의

연구결과에 의하면 어류 중 Oncorhynchus mykiss는 장에 풍부하게 존재

하는 alkaline phosphatase가 ascorbate phosphate hydrolase로 작용하여

활성화된 AsA를 체내에 순환 시킨다고 보고한 바 있다. 이러한 연구결과

를 바탕으로 본 연구에서는 카드뮴 독성에 대한 해독물질로써 AsA의 인

산염 유도체인 L-Ascorbyl-2-monophospate (AMP)를 사용하였다.

한국에서 강도다리는 공식이 없고 저수온(10℃)에서 성장이 가능하며 급

격한 환경변화에도 성장이 가능하다는 이점으로 인해 가장 양식이 많이 되

고 있는 넙치를 대체할 수 있는 어종 중 하나이다(Kim et al., 2009). 해양

생물에 있어서 AsA의 인산염 유도체에 따른 생체 내 활성은 channel

catfish(El Naggar and Lovell, 1991a,b), tilapia(Soliman et al., 1986; Shiau

and Hsu, 1995), rainbow trout(Miyasaki et al., 1992; Cho and Cowey,

1993; Dabrowski et al., 1996), yellowtail (Kanazawa at al., 1992), parrot

fish(Wang, X.., 2003) 등의 어류에서 연구된 바가 있지만 강도다리에 있어

서의 연구는 부족한 실정이다. AsA의 요구량은 어종, 개체크기, 사료 배합,

사육조건 등에 따라 달라지며(Ai et al., 2006) AsA 유도체는 일반적으로

생물마다 그 이용성이 다르다(Wang, X at al, 2003). 따라서 본 연구에서

는 강도다리의 카드뮴 독성에 따른 L-ascorbyl-2-polyphosphate (AMP)의

해독효과를 평가하기 위해 Bioaccumulation, Growth performance, 혈액학
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적 분석, 항산화효소 분석을 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험어 및 실험환경

실험어 강도다리, Platichthys stellatus(체중 139.47±1.41g, 전장

19.87±0.21cm)는 기장에서 분양받았으며, 15마리씩 12구간의 150L의 중앙

유수식 원통 수조로 옮겨, 1주일 간 순치하였으며 순치기간 동안 수온은

사육 적정수온인 12.0±1.0℃, 광주기 12h light : 12h dark로 일정한 상태를

유지했으며 카드뮴이 포함되지 않은 사료를 공급하였다. 실험에 사용된 수

질성분은 Table. 1과 같다.

실험에 사용한 혼합사료의 농도는 카드뮴 0, 40, 80 mg/kg,

L-ascorbyl-2-monophosphate(AMP) 0, 200, 400, 800 mg/kg 으로 총 12종

류의 혼합사료를 제작하였고 각 구간의 실험어는 농도 별 사료를 하루에

체중의 2%씩(하루 2회, 1%씩) 공급했다. 실험 기간은 총 4주로 실험어는

혼합사료 공급 후 각각 2, 4주후 샘플링하였다.
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Item Value

Temperature (℃) 12.0±1.0

pH 8.1±0.5

Salinity (‰) 33.5±0.6

Dissolved Oxygen (mg/L) 7.2±0.3

Chemical Oxygen Demand (㎍/L) 1.17±0.1

Ammonia (mg/L) 11.5±0.7

Nitrite (mg/L) 1.3±0.3

Nitrate (mg/L) 11.43±1.0

Table. 1. The chemical components of seawater and experimental

condition used in the experiments.
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2. 사료성분 및 배합

사료성분 및 배합은 Table. 2에 나타내었다. 사료는 국립수산과학원 동해

수산연구소 소속, 동해특성화 연구센터에서 발간한 강도다리 양식 기술서

를 바탕으로 강도다리의 영양요구에 맞춰 제작하였다. 기본구성 성분

white fish meal 62%, casein 10 %, dextrin 19.42 %, fish oil 2 %,

squid fish oil 2 %, carboxymethylcellulose 1 %, vitamin Premix

(AsA-free) 1 %, mineral Premix 1 %, coline salt 0.5 %에 카드뮴 프리믹

스와 AMP 프리믹스를 각 구간의 설정 농도에 맞춰 첨가하였다. 카드뮴

프리믹스는 카드뮴 10g과 셀롤로오스 340g을 혼합하여 3일간 벌크 작업을

통해 제작하였으며 카드뮴 농도에 따른 3종류의 사료에 포함된 실제 카드

뮴 농도는 각각 0, 40, 80 mg/kg 이었다. AMP 프리믹스는

L-ascorbyl-2-monophosphate 50g과 셀롤로오스 450g을 혼합하여 3일간

벌크 작업을 통해 제작하였으며 AMP 농도에 따른 4종류의 사료에 포함된

실제 AMP 농도는 각각 0, 200, 400, 800 mg/kg 이었다. 사료 제작 순서로

는 먼저 분말형태의 성분을 정해진 비율로 잘 섞은 후, oil과 물을 넣어서

반죽형태로 만들었다. 만들어진 반죽을 분쇄기로 뽑은 다음 펠릿화 한 후

실온에서 48시간 건조시켰다. 완성된 사료는 실험 전까지 –20℃에서 보관

했다. 사료 내 카드뮴 농도는 ELAN 6600DRC ICP-MS 기기를 사용해 측

정하였고 standard curve로 ICP multi-element standard solution VI

(Merck)를 이용하였다.
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Ingredient (%)

Concentration (mg/kg)

M0

V0

M0

V2

M0

V4

M0

V8

M4

V0

M4

V2

M4

V4

M4

V8

M8

V0

M8

V2

M8

V4

M8

V8

White fish meal1 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62

Casein2 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Dextrin3 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42 19.42

Fish oil4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Squid liver oil5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Carboxymethylcellulose6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

α-Cellulose7 1.08 0.88 0.68 0.28 0.94 0.74 0.54 0.14 0.8 0.6 0.4 0

Vitamin Premix

(AsA-free)8
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Mineral Premix9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Coline salt10 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Cadmium premix11 0 0 0 0 0.14 0.14 0.14 0.14 0.28 0.28 0.28 0.28

AMP premix12 0 0.2 0.4 0.8 0 0.2 0.4 0.8 0 0.2 0.4 0.8

Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Table. 2. Formulation of the experimental diet (% dry matter)

1. White fish meal, Dajeon Co., Ltd., Pusan, Korea

2. Casein, The Feed Co., Ltd., Pusan, Korea

3. Dextrin, TS Co., Ltd., Incheon, Korea

4. Fish oil, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO

5. Squid liver oil, Sigma, USA

6. Carboxymethylcellulose, Sigma, USA

7. α-Cellulose, Sigma, USA

8. Vitamin Premix (AsA-free) (mg/kg diet): dl-calcium pantothenate, 368; 

Choline chloride, 10; Inositol, 400; Menadione, 1800; Nicotinamide, 1030; 

Pyridoxine·HCl, 88; Riboflavin, 380; Thiamine mononitrate, 115; 

dl-a-tocopherol acetate, 210; Retinyl acetate, 38; Biotin, 10; Folic acid, 20; 

Cyanocobalamin, 1.3; Cholecalcifero, 13.2

9. Mineral Premix (g/kg): Ferrous Fumarate, 12.5; Dried Ferrous sulfate, 

20; Manganese Sulfate, 11.25; Dried Cupric Sulfate. 1.25; Cobaltous 

sulfate, 0.75, Zinc sulfate, 13.75; Calcium iodate, 0.75, Magnesium Sulfate, 

80.2; Aluminum Hydroxide, 0.75

10. Coline salt, Kofavet Co., Ltd., Ulsan, Korea

11. Cadmium premix (mg/kg diet): 28,000 mg Cd/ kg diet



12

12. L-ascorbyl-2-monophosphate premix (mg/kg) : 100,000 mg AMP /kg 

diet (M0: Cd 0 mg/kg, M4: Cd 40 mg/kg, M8: Cd 80 mg/kg, V0: AMP 0 

mg/kg, V2: AMP 200 mg/kg, V4: AMP 400 mg/kg, V8: AMP 800 mg/kg) 
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3. Bioaccumulation

실험어 강도다리의 간, 아가미, 신장, 비장, 장, 근육의 조직 샘플을 동결

건조한 후, 건조중량을 측정하였다. 시료를 분해시키기 위해 wet digestion

method를 이용해 65% NHO3(Merk, 65% ulta pure)로 용해시킨 후 hot

plate에서 120℃로 재건조 시켰다. 이 과정은 유기물이 완전 분해 될 때까

지 반복되었다. 유기물이 완전 분해된 시료는 2% NHO3으로 용해시켜 압

력 하에 0.2 µm membrane filter(Advantec mfs, Ins.)로 필터링 후 분석에

사용하였다. ELAN 6600DRC ICP-MS(Perkin-Elmer) 기기를 이용해 카드

뮴의 함유량을 분석하였고 standard curve로 ICP multi-element standard

solution VI (Merck)를 이용하였다. 조직샘플 내 카드뮴 양은 mg/kg dry

wt으로 나타내었다.
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4. Growth performance

실험 전 강도다리의 전장과 체중을 전수 측정하였고, 혼합사료 급이 2, 4

주차에 전장, 체중, 간중량을 재측정하였다. 분석요소로 일일전장성장량

(Daily growth gain), 일일체중성장량(Daily weight gain), 비만도 지수

(Condition factor), 간중량 지수(hepatosomatic index, HIS)를 다음과 같이

측정 하였다.

- Daily growth gain = Final length-initial length/day

- Daily weight gain = Final weight-initial weight/day

- Condition factor (%) = (W/L3)x100

(W = weight (g), L = length (cm))

- HIS = (liver weight/ total fish weight) x 100
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5. 혈액학적 분석

혈액 샘플의 응고를 방지하기 위해 heparin-Na(5000 I.U., 중외제약)가 처

리된 1회용 주사기를 사용하여 미부정맥(caudal vein)으로부터 채취하였다.

채취된 혈액에서 total red blood cell (RBC) count, hemoglobin (Hb), 그리

고 hematocrit (Ht) 값은 혈액 수집 후 즉시 분석하였다.

total red blood cell (RBC)은 Hendrick's solution으로 400배 희석시킨 후

hemocytometer(Improved Neubauer, Germany)를 이용하여 광학현미경으

로 계수하여 다시 계산하였다. Hb 농도는 Cyan-methemoglobin technique

를 이용한 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd.)를 사용해 분석하였다. Ht는

microhematocrit centrifugation technique을 이용하였고 microhematocrit

capillary tube 내로 혈액을 모아서 microhematocrit centrifugation(Model;

01501, HAWKSLEY AND SONS Ltd., England)로 4℃에서 5분간

12000rpm으로 원심분리 후 판독판(Micro-Haematocrit reader,

HAWKSLEY AND SONS Ltd., England)을 통해 측정하였다.

채취한 혈액은 무기성분, 유기성분, 효소활성을 측정하기 위해 4℃, 3000g

에서 5분간 원심분리시켜 혈청으로 분리 후 분석전까지 –75℃에 보관하였

다. 무기성분인 칼슘(Calcium), 마그네슘(Magnesium) 중 칼슘은

o-cresolphthalein-complexon technique, 마그네슘은 xylidyl blue

technique을 이용한 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd.)를 사용하여 분석

하였다. 유기성분인 혈당(Glucose), 총단백질(Total protein), 총콜레스테롤

(Total cholesterol)중 혈당은 GOD/POD technique, 총단백질은 biuret

technique, 총콜레스테롤은 Enzyme technique을 이용한 임상용 kit (Asan

Pharm. Co., Ltd.)를 사용하여 분석하였다. 혈청 내 효소활성으로는
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glutamic oxalate transaminase (GOT), glutamic pyruvate transaminase

(GPT)를 Reitman-Frankel technique을 이용한 임상용 kit (Asan Pharm.

Co., Ltd.)를 사용하여 분석하였다.
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6. 항산화효소 분석

항산화 효소의 활성을 분석하기 위해 실험어 강도다리의 간, 아가미 조직

을 절제하였다. 절제한 조직은 washing buffer(0.1M KCl, pH 7.4)로 세척

후 간, 아가미의 10배에 해당하는 homogenizing buffer(0.1M PBS, pH 7.4)

로 Teflon-glass homogenizer (099CK4424, Glass-Col, Germany)를 이용해

균질화하였다. 균질액은 4℃, 10000g에서 30분간 원심분리 후 상층액을 분

리하여 분석에 사용하였다.

6-1. Superoxide dismutase (SOD)

SOD 활성은 WST-1의 환원 반응에 대한 50 % inhibitor rate로 측정하

는 SOD Assay kit(Dojindo Molecular Technologies, Inc.)를 사용하여 분

석하였다. 1 unit은 WST-1과 superoxide 음이온의 환원 반응을 50 % 억

제하는 시료 용액 20 μl 중의 효소의 양으로 나타내었으며 SOD activity는

unit/mg protein으로 나타내었다.

*WST− 1 = 2− ( 4 - l o d o p h e n y l )− 3− ( 4− n i t r o p h e n y l )− 5−

(2,4-disulfophenyl)−2H−tetrazolium,monosodium salt

6-2. Catalase (CAT)

CAT 활성은 OxiSelect™ Catalase Assay Kit (Cell Biolabs, Inc.)를 사용

하여 분석하였다. 반응 혼합물에 남아있는 과산화수소의 양과 연관된
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quinonimine dye coupling 생성물을 520 nm에서 흡광도를 측정하였다.

CAT의 1 unit은 25℃에서 1분당 H2O2 1μM을 분해하는 효소의 양으로 나

타내었으며, CAT activity는 unit/mg protein로 나타내었다.

6-3. Glutathione s-transferase (GST)

Glutathione-S-transferase(GST)는 Habic (1974)의 방법을 변형하여 측정

하였다. 일정량의 시료에 0.2 M phosphate buffer (pH 6.5), 10 mM

GSH(Sigma), 10 mM 1-chloro-2,-dinitrobenzene, CDNB (Sigma)을 순차

적으로 혼합시켰다. 혼합물을 흡광도 340nm에서 30초 간격으로 5분동안

측정하였다. GST activity는 흡광도의 변화가 가장 큰 간격을 사용하여 측

정하였고 nmol/min/mg protein로 나타내었다.

6-4. Glutathione (GSH)

Reduced glutathione은 Beutler et al. (1963)의 방법에 의해 측적되었다.

샘플 20ul을 증류수 180ul에 첨가 후 300ul의 precipitating solution을(0.167

g metaphosphoric acid, 0.02 g EDTA and 3 g NaCl in 10ml distilled

water)를 희석된 상청액 샘플에 혼합하였다. 이 혼합물의 40ul에 NaHPO4

solution과 0.5mL DTNB (5,5`-dithiobis-2-nitrobenzoic acid)를 순차적으로

첨가 후 흡광도 412nm에서 측정하였으며 검량선으로 L-glutathione

reduced, minimum 98% (sigma aldrich Co., Korea)을 사용하였다. GSH

level은 nmol GSH/mg protein으로 나타내었다.



19

7. 유의성 검정

실험 분석 결과에 대한 통계학적 유의성은 SPSS 통계 프로그램 (SPSS

Inc.)을 이용하였고, 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. Bioaccumulation

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 간, 아가미, 신장, 비장, 장,

근육의 Cd 축적은 Fig. 1-3에 나타내었다. 조직별 축적량은 장〉간〉신

장〉비장〉아가미〉근육 순이었으며 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의

한 증가가 나타났다. 간에서는 2주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 800mg/kg 과

4주차 Cd 40, 80 mg/kg 의 AMP 800 mg/kg에서 AMP 0, 200, 400

mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타냈다. 아가미에서는 2주차 Cd 40, 80

mg/kg에서 AMP 농도에 따른 큰 변화는 나타내지 않았지만, 4주차 Cd

40, 80 mg/kg의 AMP 800mg/kg에서 0, 200, 400 mg/kg 에 비해 유의한

감소를 나타냈다. 신장에서는 4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 400, 800

mg/kg에서 0, 200 mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타냈다. 비장에서는 2

주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 400, 800 mg/kg에서 0, 200mg/kg 에 비해 유

의한 감소를 나타냈으며, 4주차 Cd 40, 80 mg/kg의 AMP 800mg/kg에서

0, 200, 400 mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타냈다. 장은 축적량이 가장

높은 조직이었으며 2주차 Cd 40, 80 mg/kg 의 AMP 800 mg/kg 과 4주차

Cd 40 mg/kg 의 AMP 800 mg/kg에서 0, 200, 400 mg/kg 에 비해 유의한

감소를 나타냈다. 근육은 2, 4주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 0 mg/kg 구간

을 제외한 다른 구간에서는 유의한 변화가 관찰되지 않았다.
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Fig. 1. Cd accumulation in liver and gill of starry flounder, Platichthys

stellatus combinedly exposed to the different concentration of dietary

cadmium and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks. Values with

different superscript are significantly different in 2 and 4 weeks ( P <

0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Cd concentration (mg/kg)
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Fig. 2. Cd accumulation in kidney and spleen of starry flounder,

Platichthys stellatus combinedly exposed to the different concentration

of dietary cadmium and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different in 2 and 4

weeks ( P < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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Cd concentration (mg/kg)
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Fig. 3. Cd accumulation in intestine and muscle of starry flounder,

Platichthys stellatus combinedly exposed to the different concentration

of dietary cadmium and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different in 2 and 4

weeks ( P < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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2. Growth performance

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 일일전장성장량(Daily

growth gain), 일일체중성장량(Daily weight gain), 비만도 지수(Condition

factor), 간중량 지수(hepatosomatic index, HIS)는 Fig.4-5에 나타내었다.

일일전장성장량의 경우 2주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 0, 200 mg/kg 에서

유의한 감소를 나타냈지만 다른 구간에서는 변화를 나타내지 않았다. 4주

차에서는 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서 유의한 감소를

나타냈지만 AMP 800 mg/kg 에서는 변화를 나타내지 않았고 Cd 80

mg/kg 의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 감소를 나타내었다. 일일체중

성장량의 경우 2주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서는

유의한 감소를 나타냈지만 다른 구간에서는 변화를 나타내지 않았다. 4주

차에서는 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0 mg/kg에서 유의한 감소를 나타내었고

Cd 80 mg/kg 의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 감소를 나타내었다. 비

만도 지수의 경우 2주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서

는 유의한 감소를 나타냈지만 다른 구간에서는 유의한 변화를 나타내지 않

았다. 4주차에서는 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서는 유의

한 감소를 나타냈지만 AMP 800 mg/kg 에서는 유의한 변화를 나타내지

않았고 Cd 80 mg/kg 의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 감소를 나타냈

다. 간중량 지수의 경우 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 800mg/kg을 제

외한 모든 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의한 감소를 나타내었다.
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Fig. 4. Daily length and daily weight gain of starry flounder,

Platichthys stellatus combinedly exposed to the different concentration

of dietary cadmium and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different in 2 and 4

weeks ( P < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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of dietary cadmium and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different in 2 and 4

weeks ( P < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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3. 혈액학적 분석

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 RBC count, hematocrit

value, hemoglobin concentration 은 Table. 3에 나타내었다. RBC count는

2, 4주차 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의한 감소를 나타내었고 Cd 40, 80

mg/kg에서 AMP 농도에 따른 변화는 나타나지 않았다. hematocrit value

는 2주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서는 유의한 감소

를 나타냈지만 AMP 800 mg/kg 에서는 유의한 변화가 나타나지 않았고

Cd 80 mg/kg 의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 감소를 나타내었다. 4

주차에서는 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의한 감소를 나타내었고 Cd 40, 80

mg/kg에서 AMP 농도에 따른 변화는 나타나지 않았다. hemoglobin

concentration은 2주차 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의한 감소를 나타냈고 Cd

40, 80 mg/kg에서 AMP 농도에 따른 변화는 나타나지 않았다. 4주차에서

는 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg 에서 유의한 감소를 나타냈

지만 AMP 800 mg/kg 에서 변화는 나타나지 않았고 Cd 80 mg/kg 의 모

든 AMP 농도 구간에서 유의한 감소를 나타냈다.

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 혈청 내 성분변화는 Table.

4-6에 나타내었다. 무기성분으로는 칼슘과 마그네슘을 분석하였다. 무기성

분 중 칼슘은 2, 4주차 Cd 40, 80 mg/kg의 AMP 0, 200 mg/kg에서 유의

한 감소를 나타냈지만 AMP 400, 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내

지 않았다. 마그네슘은 2, 4주차 Cd 80 mg/kg의 AMP 0, 200, 400 mg/kg

에서 유의한 감소를 나타냈지만 AMP 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나

타내지 않았다. 유기성분으로 혈당, 총단백질, 총콜레스테롤을 분석하였다.

유기성분 중 혈당은 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 이상에서 유의한 증가를 나타

내었고 AMP 농도에 따른 변화는 나타나지 않았다. 총단백질은 모든 구간
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에서 유의한 변화를 나타내지 않았고, 총 콜레스테롤은 2주차 Cd 80

mg/kg에서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차에서는 Cd 40 mg/kg 의

AMP 0, 200 mg/kg에서 유의한 증가를 나타내었지만 AMP 400, 800

mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg에서 유의한

증가를 나타내었다. 효소활성으로 GOT, GPT를 분석하였다. 효소성분 중

GOT는 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200 mg/kg에서 유의한 증가를

나타내었지만 AMP 400, 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았

고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타냈다.

GPT 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가

를 나타냈었지만 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80

mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다.
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Table. 3. Change of RBC count, Hematocrit, Hemoglobin and HSI in starry flounder, Platichthys stellatus

combinedly exposed to different concentration of dietary cadmium and L-ascorbyl-2-monophosphate 4 weeks

Para

meters

Period 

(weeks)

cadmium, L-ascorbyl-2-monophosphate concentration (mg/kg)

C0V0 C0V2 C0V4 C0V8 C4V0 C4V2 C4V4 C4V8 C8V0 C8V2 C8V4 C8V8

RBC 

count

(X104

mm3)

2
246.14±

20.82ab

249.16

±22.95ab

252.36

±22.25ab

275.43

±16.26a

231.12

±16.40b

234.67

±18.00b

239.57

±18.84b

236.16

±18.48b

195.13

±16.50c

191.67

±16.50c

217.86

±16.22bc

220.14

±16.93bc

4
254.43

±19.61ab

250.57

±22.34ab

271.26

±16.34a

274.14

±21.95a

216.32

±16.22bc

218.43

±16.00bc

237.14

±18.21b

232.33

±19.05b

190.33

±16.65c

192.57

±16.60c

194.21

±17.27c

196.05

±16.88c

Hemato

crit

(%)

2
24.92

±1.57ab

25.25

±1.35ab

25.64

±2.24ab

27.73

±1.62a

23.41

±2.40b

23.57

±1.23b

24.10

±1.48b

24.61

±1.78ab

19.75

±2.25c

20.13

±1.23c

22.33

±1.33bc

22.80

±1.55bc

4
24.59

±1.48ab

24.21

±1.35ab

25.01

±2.40ab

27.25

±2.25a

22.70

±1.55bc

23.33

±1.33bc

23.72

±1.23b

24.04

±1.94b

20.43

±1.62c

20.13

±1.23c

21.79

±1.88bc

22.39

±1.57bc

Hemo

globin 

(g/dL)

2
6.02

±0.34ab

6.04

±0.39ab

6.13

±0.28ab

6.62

±0.31a

5.77

±0.28bc

5.91

±0.42bc

5.93

±0.27b

5.96

±0.35b

5.26

±0.43c

5.45

±0.33bc

5.68

±0.36bc

5.50

±0.38bc

4
6.07

±0.31ab

6.24

±0.46ab

6.31

±0.38ab

6.68

±0.35a

5.78

±0.32bc

5.97

±0.35b

5.98

±0.42b

6.01

±0.37ab

5.26

±0.32c

5.63

±0.35bc

5.65

±0.44bc

5.66

±0.33bc

Values are mean±S.D. Values with a different letter are significantly different from others at 2 weeks and at 4 weeks (P<0.05) as determined by 

Duncan’s multiple range test.
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Table. 4. Change of Calcium, Magnesium in starry flounder, Platichthys stellatus combinedly exposed to 

different concentration of dietary cadmium and L-ascorbyl-2-monophosphate 4 weeks

Para

meters

Period 

(weeks)

cadmium, L-ascorbyl-2-monophosphate concentration (mg/kg)

C0V0 C0V2 C0V4 C0V8 C4V0 C4V2 C4V4 C4V8 C8V0 C8V2 C8V4 C8V8

Calcium

(mg/dL)

2
8.35

±0.54a

8.44

±0.72a

8.49

±0.73a

8.53

±0.57a

6.86

±0.51b

7.04

±0.53b

7.72

±0.73ab

8.21

±0.55a

6.55

±0.52b

6.78

±0.53b

7.35

±0.67ab

7.51

±0.70ab

4
7.67

±0.66ab

8.25

±0.62a

8.38

±0.61a

8.43

±0.56a

6.77

±0.59b

6.85

±0.58b

7.42

±0.54ab

8.13

±0.54a

6.65

±0.54b

6.71

±0.53b

7.31

±0.66ab

7.37

±0.55ab

Magne

sium

(mg/dL)

2
4.15

±0.22a

4.23

±0.23a

4.17

±0.25a

4.26

±0.26a

3.97

±0.23a

4.06

±0.23a

4.09

±0.23a

4.11

±0.23a

3.48

±0.25b

3.41

±0.24b

3.55

±0.25b

3.80

±0.23ab

4
4.01

±0.25a

4.08

±0.23a

4.05

±0.24a

4.13

±0.23a

3.70

±0.26ab

3.83

±0.23a

3.94

±0.23a

3.89

±0.23a

3.35

±0.26b

3.31

±0.24b

3.25

±0.24b

3.66

±0.26ab

Values are mean±S.D. Values with a different letter are significantly different from others at 2 weeks and at 4 weeks (P<0.05) as determined by 

Duncan’s multiple range test.
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Table. 5. Change of Glucose, Total protein, Total cholesterol in starry flounder, Platichthys stellatus

combinedly exposed to different concentration of dietary cadmium and L-ascorbyl-2-monophosphate 4 weeks

Para

meters

Period 

(weeks)

cadmium, L-ascorbyl-2-monophosphate concentration (mg/kg)

C0V0 C0V2 C0V4 C0V8 C4V0 C4V2 C4V4 C4V8 C8V0 C8V2 C8V4 C8V8

Glucose

(mg/dL)

2
87.06

±4.90a

85.13

±4.18a

85.95

±4.39a

84.26

±4.10a

96.82

±4.78bc

97.61

±4.93bc

95.71

±4.68bc

94.68

±4.36b

104.24

±4.30c

103.35

±4.54c

99.47

±4.31bc

98.52

±4.06bc

4
87.27

±4.31a

86.21

±4.59a

85.42

±4.12a

84.71

±4.75a

98.43

±4.37bc

96.34

±4.07bc

97.15

±4.35bc

95.49

±4.07b

104.39

±4.28c

103.85

±4.10c

103.58

±4.01c

99.52

±4.16bc

Total

protein

(g/dL)

2
3.01

±0.21a

3.03

±0.22a

3.08

±0.20a

2.98

±0.24a

3.21

±0.23a

3.10

±0.23a

3.13

±0.20a

3.17

±0.22a

3.38

±0.22a

3.35

±0.23a

3.31

±0.24a

3.27

±0.22a

4
3.03

±0.22a

3.07

±0.21a

3.31

±0.23a

3.01

±0.23a

3.29

±0.23a

3.31

±0.21a

3.15

±0.22a

3.27

±0.22a

3.44

±0.21a

3.41

±0.21a

3.32

±0.21a

3.38

±0.23a

Total

choleste

rol

(mg/dL)

2
166.75

±8.57a

165.29

±11.64a

163.23

±7.36a

162.74

±8.32a

178.25

±7.63ab

180.91

±10.79ab

175.92

±8.32ab

168.28

±10.21a

189.61

±8.54b

193.10

±10.99b

191.05

±10.30b

194.13

±11.36b

4
166.34

±10.52a

167.43

±8.77a

165.29

±8.08a

163.77

±8.70a

191.81

±9.35b

190.82

±9.36b

181.03

±9.80ab

178.38

±11.91ab

196.14

±10.13b

195.25

±8.84b

194.17

±9.37b

193.50

±10.64b

Values are mean±S.D. Values with a different letter are significantly different from others at 2 weeks and at 4 weeks (P<0.05) as determined by 

Duncan’s multiple range test.
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Table. 6. Change of GOT, GPT in starry flounder, Platichthys stellatus combinedly exposed to different 

concentration of dietary cadmium and L-ascorbyl-2-monophosphate 4 weeks

Para

meters

Period 

(weeks)

cadmium, L-ascorbyl-2-monophosphate concentration (mg/kg)

C0V0 C0V2 C0V4 C0V8 C4V0 C4V2 C4V4 C4V8 C8V0 C8V2 C8V4 C8V8

GOT

(Karmen

/ml)

2
25.49

±1.60ab

23.61

±1.66a

23.12

±1.44a

23.45

±1.38a

26.65

±1.49b

26.51

±1.36b

25.84

±1.44ab

25.75

±1.31ab

29.84

±1.55c

29.56

±1.61c

27.41

±1.43bc

27.25

±1.54bc

4
25.54

±1.50ab

23.71

±1.45a

23.62

±1.58a

23.25

±1.47a

26.73

±1.52b

26.54

±1.46b

25.91

±1.49ab

25.79

±1.57ab

29.92

±1.46c

29.74

±1.56c

29.63

±1.41c

27.52

±1.59bc

GPT

(Karmen

/ml)

2
12.33

±1.18ab

11.48

±0.86a

10.53

±0.84a

10.73

±1.03a

14.15

±1.33bc

13.65

±1.18b

13.54

±1.07b

12.48

±1.13ab

16.15

±1.12c

15.71

±1.27c

15.87

±1.11c

14.44

±1.29bc

4
12.45

±1.07ab

12.54

±1.05ab

11.52

±0.92a

10.57

±0.90a

14.46

±1.16bc

13.72

±1.06b

13.63

±1.12b

12.57

±1.19ab

16.25

±1.27c

15.82

±1.20c

15.78

±1.23c

14.52

±1.09bc

Values are mean±S.D. Values with a different letter are significantly different from others at 2 weeks and at 4 weeks (P<0.05) as determined by 

Duncan’s multiple range test.
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4. 항산화효소 분석

4-1. Superoxide dismutase (SOD)

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 간, 아가미 내 SOD 활성은

Fig. 6에 나타내었다. 간 내 SOD 활성은 2주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0,

200 mg/kg에서 유의한 증가를 나타내었지만 AMP 400, 800 mg/kg에서는

유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에

서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차에서는 Cd 40 mg/kg이상에서 유의한

증가를 나타내었고 Cd 80 mg/kg의 AMP 400, 800 mg/kg에서 200, 400

mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타내었다. 아가미 내 SOD 활성은 2주차

Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타내었지

만 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았다. Cd 80 mg/kg의 모

든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었고 AMP 200, 400, 800

mg/kg에서 0 mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타내었다. 4주차에서는 Cd

40 mg/kg이상에서 유의한 증가를 나타내었다. Cd 40 mg/kg의 AMP 800

mg/kg에서 0, 200, 400 mg/kg 에 비해 유의한 감소를 나타내었고 Cd 80

mg/kg의 AMP 400, 800 mg/kg에서 100, 200 mg/kg 에 비해 유의한 감소

를 나타내었다.
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Fig. 6. SOD activity of starry flounder, Platichthys stellatus combinedly

exposed to the different concentration of dietary cadmium and

L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks. Values with different

superscript are significantly different in 2 and 4 weeks ( P < 0.05) as

determined by Duncan's multiple range test.
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4-2. Catalase (CAT)

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 간, 아가미 내 CAT 활성은

Fig. 7에 나타내었다. 간 내 CAT 활성은 2, 4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP

0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타내었지만 AMP 800 mg/kg에서

는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간

에서 유의한 증가를 나타내었다. 아가미 내 CAT 활성은 2주차 Cd 40

mg/kg 의 AMP 0, 200 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만 AMP 400,

800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든

AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차에서는 Cd 40

mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만 AMP

800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든

AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다.
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Fig. 7. CAT activity of starry flounder, Platichthys stellatus

combinedly exposed to the different concentration of dietary cadmium

and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks. Values with different

superscript are significantly different in 2 and 4 weeks ( P < 0.05) as

determined by Duncan's multiple range test.
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4-3. Glutathione s-transferase (GST)

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 간, 아가미 내 GST 활성은

Fig. 8에 나타내었다. 간 내 GST 활성은 2주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0,

200 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만 AMP 400, 800 mg/kg에서는

유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에

서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차에서는 Cd 40 mg/kg이상에서 유의한

증가를 나타내었지만 Cd 80 mg/kg의 AMP 400, 800 mg/kg에서 AMP 0,

200 mg/kg에 비해 유의한 감소를 나타내었다. 아가미 내 GST 활성은 2주

차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만

AMP 400, 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80

mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차에서

는 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈

지만 AMP 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80

mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다.
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Fig. 8. GST activity of starry flounder, Platichthys stellatus

combinedly exposed to the different concentration of dietary cadmium

and L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks. Values with different

superscript are significantly different in 2 and 4 weeks ( P < 0.05) as

determined by Duncan's multiple range test.
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4-4. Glutathione (GSH)

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 간, 아가미 내 GSH 활성은

Fig. 8에 나타내었다. 간 내 GSH 활성은 2주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0,

200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만 AMP 800 mg/kg에서는

유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에

서 유의한 증가를 나타내었다. 4주차 또한 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200,

400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타냈지만 AMP 800 mg/kg에서는 유의한

변화를 나타내지 않았고 Cd 80 mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의

한 증가를 나타냈지만 Cd 80 mg/kg의 AMP 200, 400, 800 mg/kg에서

AMP 0 mg/kg에 비해 유의한 감소를 나타냈다. 아가미 내 GSH 활성은 2,

4주차 Cd 40 mg/kg 의 AMP 0, 200, 400 mg/kg에서 유의한 증가를 나타

냈지만 AMP 800 mg/kg에서는 유의한 변화를 나타내지 않았고 Cd 80

mg/kg의 모든 AMP 농도 구간에서 유의한 증가를 나타내었다.
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Fig. 9. GSH level of starry flounder, Platichthys stellatus combinedly

exposed to the different concentration of dietary cadmium and

L-Ascorbyl-2-monophospate for 4 weeks. Values with different

superscript are significantly different in 2 and 4 weeks ( P < 0.05) as

determined by Duncan's multiple range test.



41

Ⅳ. 고 찰

오염된 수중 생태계에서 퇴적물 내 카드뮴 함량은 일반적으로 수중 카드

뮴 함량보다 높다. 퇴적물에서 저서생물로의 카드뮴 이동은 카드뮴의 유해

한 축적을 유발할 수 있으며(Farag AM at al., 1994) 이것은 먹이사슬 상

위단계로 갈수록 더 심한 축적을 유발한다(Barletta et al. 2012). 실제로 금

속으로 오염된 저질에 서식하는 무척추 동물을 먹이로 하는 어류는 각 조

직에 다량의 금속이 축적된 연구 결과가 있다(Woodward DF at al., 1995).

어류는 아가미, 소화관 및 체표를 통해서 금속을 흡수하며(Tao et al.,

2001; Kamunde et al., 2002), 축적에 따른 체내 분포는 섭취 경로에 따라

달라질 수 있으며(Mai, K at al, 2006) 또한 조직에서의 축적은 노출농도,

노출기간 뿐만 아니라 염분, 온도, 상호작용 요소, 조직의 대사활동에 따라

달라진다(Heath, 1995; Ay et al., 1999). 이러한 체내 축적에 따른 영향은

표피, 아가미, 간, 비장, 및 신장의 조직병리학적 변화뿐만 아니라 성장 및

생식 장애를 유발할 수 있다(Vitek et al. 2007). 많은 연구에 따르면 수중

카드뮴 노출에 따른 주요 축적 조직은 아가미, 신장, 간이였지만(Olsson &

Haux 1996; Dai, Zheng, Hong & Liu 1997; De Conto Cinier et al. 1999),

급이식 카드뮴 노출의 경우 해독 기관인 간, 신장과 더불어 장에서 높은

축적을 보였으며(Berntssen et al. 2001), 축적량은 독성 영향과 상관 관계

를 나타내었다(McGeer et al., 2012).

본 연구에서 사용한 어종 강도다리는 가자미과 저서성 어류로써 침강사료

에 포함된 카드뮴 농도에 따른 조직별 유의한 축적을 나타내었다.

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 가장 높은 축적을 보인 조직

은 장이었다. 다른 연구결과 중 급이식 카드뮴에 따른 Oncorhynchus
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mykiss(Szebedinszky, C, 2001)와 Salmo salar(Berntssen et al. 2001)의 기

관별 축적에 있어서 장이 가장 높은 축적을 나타냈으며 Thomann RV at

al.(1997)는 이러한 식이로부터의 카드뮴의 흡수는 소화관으로 전달 후 혈

액으로 이동하고 수송단백질과 결합하여 순환을 통해 다양한 조직에 분포

될 수 있다고 보고하였다.

장 다음으로는 간에서 높은 축적을 나타냈다. 간은 환경독성 화합물에 의

한 조직 손상을 분석하기 위해 주로 이용되는 장기이며(Amaral et al.

2002) 급이식 카드뮴의 간 내 축적은 소화관으로부터 간문맥계를 통해 간

까지 지속적인 이동이 있었음을 나타낸다(Handy,1996). 간은 일반적으로

카드뮴 노출 시, 어류 내 높은 축적을 나타내며 metallothionein 유도와 카

드뮴의 MTLP (metallothionein-like protein)로의 재분배에 있어서 중요한

기관이다(Dang, F., & Wang, W. X., 2009). 따라서 본 연구에서도 카드뮴

축적에 따른 해독의 주요 기관인 간에서 높은 축적을 나타났다고 판단되어

진다. 다른 해독기관으로써 신장은 카드뮴 제거에 중심역할을 하며, 카드뮴

은 아치사 농도에서 신장조직에 선택적으로 축적되기 때문에 신장 유독성

물질(nephrotoxicant)로 알려져 있다(Kumada et al., 1980). 본 연구에서 또

한 신장에서 높은 축적을 나타냈으며, Reynders et al. (2008)의 연구 결과

에 따르면 Cyprinus carpio와 Rutilus rutilus의 신장에서 다른 조직에 비해

높은 축적을 나타냈다. Kuroshima (1987)는 카드뮴은 근육과 같은 조직 내

의 리간드(ligand)에는 약하게 결합하지만 간, 신장조직의 리간드에서는 강

하게 결합될 수 있으며 체내 제거를 위한 해독작용의 목적으로 다른 조직

으로부터 카드뮴을 전달받을 수 있기 때문에 높은 축적이 나타날 수 있다

고 보고하였다. 어류에 있어서 비장은 중요한 면역·조혈기관이며(Zheng, J.

L. at al., 2011) 높은 대사활동으로 다른 조직에 비해 많은 양의 금속이 축

적될 수 있다(Shukla et al., 2007). 본 연구에서도 비장에서 카드뮴의 유의
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한 축적을 나타냈으며, P. Allen (1994)의 연구 결과에서도 역시 수은 존재

하에 비장에서의 높은 카드뮴 축적을 나타냈다. 경골어류의 아가미는 이온

조절, 가스교환, 산-염기 균형, 질산성 노폐물 배출에 중요한 역할을 함으

로써 수계환경과 상호작용하며(Kim, S. G. at al., 2006), 식이와 더불어 독

성물질의 축적에 주요한 영향을 미치는 조직이다(Kim and Kang, 2014).

식이를 통해 체내로 유입된 카드뮴은 장에서 흡수되어 순환계를 통해 아가

미에 전달되어 상당한 손상을 줄 수 있으며 결과적으로 삼투압 조절능력을

감소시킬 수 있다(Pratap and Wendelaar Bonga, 1993). 일반적으로 금속의

수중 노출에 의한 축적은 장보다 아가미에서 높은 축적이 나타난다. 금속

의 급이식 노출인 본 연구에서 아가미는 카드뮴의 유의한 축적이 관찰되었

지만 장에 비해서는 낮은 축적을 나타냈다. 다른 연구 결과로 Sebastes

schlegelii의 급이식 납 노출과(Kim and Kang, 2014), Pomadasys

argenteus, Parapristipoma trilineatum의 급이식 카드뮴 노출(Fei Dang,

Wen-Xiong Wang, 2009)에서도 아가미에 비해 장에서 높은 축적을 나타

내었다. 어체에서 근육은 인간이 주로 섭취하는 조직이기 때문에 근육의

금속 축적은 매우 중요한 요소이다(Cinier et al., 1999). 본 연구에서 근육

은 2, 4주차 Cd 80 mg/kg 의 AMP 0 mg/kg 구간을 제외한 다른 구간에

서는 유의한 변화가 관찰되지 않았다. 다른 연구결과에 의하면 카드뮴 수

중 노출에 따른 Cyprinus carpio의 근육에서 다른 주요 장기에 비해 낮은

축적을 나타내었고(de Conto Cinier, C. at al, 1999), 카드뮴 급이식 노출에

따른 Cyprinus carpio의 근육 또한 다른 장기에 비해 낮은 축적을 나타내

었다(Kraal, M. H., 1995). 또한 Pseudoplatystoma corruscans의 근육에서

낮은 축적이 보고된 바 있다(Arantes, F. P. at al., 2016). 본 연구에서

Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리의 카드뮴 축적량은 장〉간〉신

장〉비장〉아가미〉근육 순이었으며 AMP 첨가는 모든 장기에서 유의한
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영향을 나타내었다. AsA는 금속축적에 영향을 미치는 영양소 중 하나로써

금속의 독성효과를 감소시키고 위장관에서의 카드뮴 흡수를 저해시킬 수

있다. AsA의 장에서의 기작은 제 2철 이온(Fe3+)을 제1철 이온(Fe2+)으로

환원시킴으로써 철분 흡수를 크게 자극하며 이것은 철이온과 카드뮴 이온

이 흡수되는 경쟁 과정에서 카드뮴의 흡수를 저하시킨다(Hudecova, A. at

al., 1992). 또한 고농도의 AsA 섭취는 조직내 metallothionein(MT) 농도를

상승시킬 수 있다(Onosaka, S. at al., 1987). MT은 카드뮴의 운송 및 독성

효과의 방어에 중요한 sulfhydryl(SH) group이 풍부한 저분자량 단백질로

써 AsA은 MT의 SH-group이 비기능적인 disulfide group으로 산화되는

것을 막는 항산화제로써 작용한다. 또한 중금속의 양이온과 복합체를 형성

하여 카드뮴의 독성을 감소시키거나 유기체로부터 카드뮴 제거를 촉진시킬

수 있다(Lewin, S., 1976). 그리고 만성노출 동안 다량의 금속은 GSH과 결

합하여 답즙으로 분비될 수 있는데 GSH는 합성시 AsA을 필요로 한다

(Cherian and Vostal, 1977; Arizono et al., 1995). Kumar et al. (2009)의

연구 결과에 의하면 AsA 첨가와 함께 카드뮴에 노출된 Clarias batrachus

의 간, 신장은 단독으로 카드뮴에만 노출됐을 때보다 훨씬 적은 카드뮴 축

적을 나타내었다. Wang, J. at al (2016)의 연구에서 또한 AsA이 첨가된

Apostichopus japonicus의 조직 내에서 카드뮴 축적의 감소가 보고된 바

있다.

어류의 성장은 만성 독성 연구에서 일반적으로 사용되는 민감하고 신뢰할

수 있는 biomarker이며(De Boeck et al.,1997), 간중량지수(hepatosometic

index) 또한 금속 노출에 따른 독성을 평가하는데 중요한 지표로 사용된다

(Datta et al., 2007). Messaoudi, I.(2009)의 연구에서는 카드뮴 노출에 의해

Salaria basilisca의 간중량 지수의 감소를 나타내었다. 금속에 노출 시, 생

물은 독성영향에 따른 신진대사로 인해 성장률이 떨어질 수 있지만
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(Collvin, 1985), 이러한 독성에 따른 해독물질인 AsA은 성장과 발달에 있

어서 필수적인 영양소이며, AsA 요구량은 생물의 종, 크기, 환경, 건강상태

에 따라 다양하다. 본 연구에서 Cd-AMP 혼합사료 급이에 따른 강도다리

의 성장은 카드뮴 해독으로 인한 진신대사의 변화로 인해 유의한 감소를

나타냈지만 AMP 첨가는 성장률과 간중량지수의 감소를 완화시켰다.

Abdel-Tawwab, M.(2004)의 연구 결과에서 수은에 노출된 Oreochromis

niloticus는 급이식 AsA 첨가에 의해 성장의 회복을 타나내었다. 그리고

Wang, J. at al.,(2016)의 연구 결과 또한 카드뮴에 노출된 Apostichopus

japonicus의 급이식 AsA 첨가에 의해 성장의 회복을 나타내었다.

혈액학적 성상의 분석은 오염물질의 아만성 노출에 따른 독성영향농도를

정하기 위해 어류의 생리학적 임상진단 방법으로써 주로 사용된다(Romani

et al., 2003; Barcellos et al., 2004). 금속독성의 지표로써 혈액학적 요소의

변화는 환경의 변화에 따른 어류의 ion concentration, glucose, Plasma

hormone, hemoglobin, hematocrit value 등의 생리학적 반응에 대한 정보

를 제공 할 수 있다(Haux & Larsson1984; Dethlo, Bailey & Maier 2001;

Smet & Blust 2001). 본 연구에서 급이식 카드뮴 노출에 따른 영향은 강

도다리의 RBC count, hematocrit value, hemoglobin concentration 와 같은

혈액학적 요소의 유의한 감소를 나타냈지만, 높은 농도의 AMP 첨가는 카

드뮴 독성에 따른 혈액학적 요소의 변화를 완화시켰다. 다른 많은 연구에

서 또한 금속 독성에 따른 혈액학적 요소의 감소를 나타내었다. 급이식 카

드뮴 독성의 영향으로 Sebastes schlegelii은 haemoglobin, haematocrit

concentration의 감소를 나타냈고(Kim, S. G at al., 2004), Oreochromis

niloticus에 대한 카드뮴 독성에서 또한 RBC count, hematocrit value,

hemoglobin concentration의 감소를 나타내었다(Al-Attar, A. M., 2005).

Karuppasamy et al.(2005)의 연구에서는 카드뮴 노출에 따른 Anguilla
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rostrata의 RBC count, hematocrit value, hemoglobin concentration 의 감

소가 나타난 바 있다. 중금속과 같은 독성 노출은 일반적으로 수생 동물에

서 적혈구 용혈을 유도하며, 이것은 변형된 적혈구와 빈혈현상 이외에

hemoglobin 및 hematocrit value의 변화를 유도할 수 있다(Maheswaran et

al., 2008). 카드뮴이 흡수되면 적혈구에서 순환하거나 알부민에 결합할 수

있으며 (Klaaassen CD, 1999), 아치사 수준의 카드뮴 농도에 따른 혈액학

적 성분의 감소는 성숙한 적혈구의 파괴와 적혈구 생성의 억제로 인한 결

과 일 수 있다(Wintrobe 1978; Khadre 1988; Mekkawy, I. A. 2011). 카드

뮴에 의해 유발된 혈액학적 요소 수준의 감소는 혈액 세포 내부와 외부의

삼투압에 의한 불균형으로도 발생한다(Heath 1995). 혈장 내 무기물 중 칼

슘과 마그네슘은 항상성을 위한 이온 조절의 기능으로 인해 금속 독성을

평가하는 주요 지표이다(Kim and Kang, 2014). 카드뮴은 Ca2+ 섭취 및 수

송 메커니즘을 통해 장으로부터 흡수 될 수 있으며 Ca2+ 결합 부위에서

Ca2+과 직접적으로 경쟁함으로 인해 저칼슘혈증 및 저칼륨혈증, 고혈당을

일으킬 수 있고 호흡기능 및 혈장 성분에 영향을 미칠 수 있다(Sorensen,

1991). Pratap HB at al(1989)의 연구결과에서는 급이식 카드뮴에 따른

Oreochromis mossambicus에서 저칼슘혈증이 나타난 바 있다. 본 연구에

서는 유기 성분인 글루코즈, 콜레스테롤, 총단백 중 급이식 카드뮴 노출에

따른 글루코즈와 콜레스테롤은 유의한 증가를 나타낸 반면, 총단백은 유의

한 변화를 나타내지 않았다. 혈중 글루코즈 수준의 변화는 스트레스 지표

로 알려져 있으며 정상수준보다 높은 수치는 스트레스에 따른 생체의 방어

기작을 의미한다(Barton, 2002). 카드뮴은 포도당신생합성 및 해당과정과

같은 탄수화물 신진대사의 역할을 하는 간 효소의 활성에 영향을 주어 어

류의 글리코겐 축적량과 혈중 글루코즈 수준을 변화시킬 수 있다

(Levesque, H. M., 2002). CiCiK, B.(2005)의 연구 결과에서는 카드뮴 노출
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에 따른 Cyprinus carpio의 혈중 내 글루코즈 수준이 증가했으며 Hilmy,

A.M.(1987)의 연구에서 또한 카드뮴 노출에 따른 Mugil cephalus의 혈중

내 글루코즈 수준의 증가를 나타내었다. 콜레스테롤은 plasma lipoprotein

외층 요소일 뿐만 아니라 세포막의 구조적 필수 구성요소이며, 스테로이드

호르몬의 전구체이다(Yang and Chen 2003). 간 및 신부전은 혈액 내로 콜

레스테롤의 방출을 야기 할 수 있고 이것은 혈중 콜레스테롤 농도를 증가

시킨다. 중금속은 세포구조, 특히 세포막에 유해한 영향을 미치는 것으로

알려져 있기 때문에 혈중 내 콜레스테롤의 증가는 환경 스트레스의 지표가

될 수 있다(Öner, M., 2008). Joshi, P. K.(2002)의 연구결과에서는 카드뮴

노출에 따른 Clarias batrachus의 혈액에서 콜레스테롤의 증가가 나타난

바 있다. 혈장 총단백 수준은 어류의 간 상태와 혈류 농도를 나타내는 지

표 역할을 한다(Mirghaed, A. T. at al., 2017). 하지만 급이식 카드뮴 노출

에 따른 강도다리의 혈장에 있어서는 유의한 변화가 나타나지 않았다. 혈

청 내 glutamic acidoxaloacetic acid-transaminase (GOT)와 glutamic

acid-pyruvic acidtransaminase (GPT)는 의학 및 임상진단에 있어서 중요

하며 다양한 오염 물질의 독성 영향을 감지하는데 사용된다 (Nelson and

Cox, 2000). GOT, GPT는 간에 풍부한 효소로써, 간의 손상시 다량이 핼액

으로 유리되어 나올 수 있다(Wu, J. P. at al., 2008). 본 연구에서 급이식

카드뮴 노출에 따른 강도다리의 혈청 내 GOT, GPT는 유의한 증가를 나

타내었다. Wu, J. P. at al(2008)의 연구 결과에서는 카드뮴 노출에 의한

Litopenaeus vannamei 의 hemolymphatic GOT 와 GPT 활성의 증가를

나타내었다. 또한 Žikić RV at al.(2001)의 연구 결과에서도 Carassius

auratus 혈중 내의 카드뮴은 GOT, GPT 의 활성을 유의하게 증가 시켰다.

급이식 카드뮴 노출에 따른 영향으로 강도다리의 RBC count, hematocrit

value, hemaglobin 및 혈청 내 무기물, 유기물, 효소성분은 유의한 변화를
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나타내었으며 AMP 첨가는 급이식 카드뮴 노출에 따른 변화를 효과적으로

완화시켰다. Hounkpatin at al (2003)의 연구에서는 vitamin C, vitamin E

로 전처리 된 쥐에서 혈액요소의 독성 및 지질 과산화물에 따른 독성의 완

화를 나타내었다. 또한 Borane, V. R. (2013)의 연구에서 카드뮴에 노출된

Channa orientalis의 AsA 첨가는 단독으로 카드뮴에만 노출되었을 때에

비해 혈액학적 성분에 대한 카드뮴 독성이 현저히 완화되었다.

금속은 잘 알려진 산화스트레스 유발인자이며, 금속에 의한 어류의 산화

적 손상 및 항산화 방어의 평가는 수생환경의 금속 오염을 반영 할 수 있

는 지표가 될 수 있다(Livingstone, 2003). 산화 스트레스는 reactive

oxygen species(ROS) 생성속도가 제거속도를 초과 할 때 발생한다(Sies,

1986). 카드뮴은 미토콘드리아 막 투과성에 영향을 미치고, 호흡연쇄반응을

억제하며 이것은 곧 세포에서 ROS의 생성으로 이어지는데(Dorta et al.,

2003) 산화 스트레스 유도 효과와 관련하여 Cd2+ 자체는 직접적으로 자유

라디칼을 발생시키지 못하나 간접적으로 superoxide radical, hydroxyl

radical을 발생시키며(Galan et al., 2001), superoxide anion(O2-), hydrogen

peroxide (H2O2), hydroxyl radical (HO
-) 과 같은 ROS 형성을 유도함으로

써 산화 스트레스 촉진제로 알려져 있다(Tamás et al., 2009). ROS의 생성

증가는 단백질 및 지질의 산화, 유전자 발현의 변화, 세포의 산화-환원 상

태의 변화를 일으킬 수 있으며(Livingstone, 2003), DNA 손상과 세포 괴사

를 일으킨다(Liu et al., 2009). 이러한 스트레스에 대응하여 생물체는 산화

스트레스를 유발하는 중금속과 다른 xenobiotics로부터 스스로를 보호하기

위한 방어기작을 가지고 있는데(Basha, P. S., & Rani, A. U., 2003), 자유

라디칼에 의해 발생된 유해한 산화과정으로부터 생체를 보호하기 위해 세

포에는 효소 및 비효소적 방어기작이 존재한다(Droge, 2002; Halliwell and

Gutteridge, 2007). 방어기작의 구성요소에는 항산화 효소인 superoxide
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dismutase(SOD), catalase(CAT), glutathione peroxidase (GPx),

glutathione-s-transferase(GST) (Halliwell and Gutteridge, 2007; Matés,

2000; Sevcikova, M. at al, 2011)와 항산화 방어에 핵심적인 역할을 하는

Reduced glutathione(GSH), oxidized glutathione disulphide(GSSG)가 있으

며(Sevcikova, M. at al., 2011) 항산화 효소의 기능에 필수적인 외인성 항

산화물질인 ascorbate(Vitamin C), tocopherols (Vitamin E), Vitamin A,

carotenoids, 일부금속 등이 있다(Chen and Tappel, 1995; Halliwell and

Gutteridge, 2007; Tandon et al., 2003). 이 중 Vitamin C(L-ascorbic acid,

AsA)은 수생동물의 정상적인 생리적 과정을 유지하는데 필수 요소로써 어

류를 비롯한 동물에서 금속의 유전 독성 영향을 최소화 할 수 있으며, 면

역력을 증가 시킴으로써 중금속에 대한 유해한 영향을 막을 수 있다

(Jiraungkoorskul and Sahaphong, 2007; El-Greisy and El-Gamal, 2015).

따라서 비정상적으로 생성된 대부분의 ROS는 자기방어 시스템, 항산화 효

소 및 glutathione(GSH) 과 같은 free antioxidant에 의해 중화될 수 있다

(Kim, J. H. at al., 2010).

산화 스트레스에 대한 첫 번째 방어기작으로 SOD-CAT system이 존재

한다(Messaoudi, I. at al., 2009). 두 효소는 산화 스트레스에 대한 첫 번째

방어기작으로 함께 작용하며(Asagba et al., 2008), 금속 노출 시 생물의

종, 투여량, 노출경로에 따라 유도 되거나 억제 될 수 있다(Romeo´ et al.,

2000; Atli et al., 2006). 이중 SOD는 ROS에 대한 첫 번째 방어기작으로써

superoxide anion을 H2O2로 전환시키는 불균등화 반응을 촉매시킨다(Shao

et al., 2012). 이어서 H2O2는 CAT에 의해 H2O 및 O2 로 분해된다. 본 연

구에서 급이식 카드뮴 노출에 따른 강도다리의 간 및 아가미 SOD 활성은

유의한 증가를 나타냈으며, CAT 또한 유의한 증가를 나타냈다. 항산화 효

소 활성은 카드뮴 영향에 의해 증가된 산화 스트레스와 연관이 있으며
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(Atli et al., 2006), SOD의 활성 증가는 superoxide anion radical 생성의

증가로 인한 것으로 판단되며 CAT 활성 증가 또한 다량의 H2O2의 생성으

로 인한 결과로 판단된다. Fang et al. (2010)의 연구결과에 따르면 수중

카드뮴에 노출된 Mactra veneriformis에서 SOD 증가를 나타냈으며

Basha, P. S., & Rani, A. U. (2003)의 연구결과에서 또한 Oreochromis

mossambicus의 간에서 SOD의 증가를 나타내었다. CAT에 대한 다른 연

구결과로는 수중 카드뮴에 노출된 Salmo trutta의 아가미에서 CAT 증가

를 나타냈으며(Hansen et al. ,2007), 수중 카드뮴에 노출된 Sparus aurata

의 간에서 또한 CAT 증가를 나타내었다(Pascual, P., 2003). Glutathione

S-transferase(GST)는 GSH와의 결합을 통해 내인성(세포 내 대사 물질)

및 외인성 물질의 해독에 관여하는 다기능 이합체 효소이며, 반응성 지방

친화성 분자를 세포 밖으로 배출될 수 있는 수용성-비반응성 접합체로 전

환시킨다(Hayes and Pulford, 1995). 본 연구에서 급이식 카드뮴 노출에 따

른 강도다리의 간 및 아가미의 GST 활성은 증가하였다. GST 활성 증가

는 카드뮴의 조직 침투에 따른 간 해독 능력의 증가에 해당하며 이것은

ROS 에 대한 방어기작으로 판단되어진다. Mohamed, S. at al (2008)의 연

구결과에 의하면 Gambusia affinis의 간에서 GST 활성 증가를 나타냈으며

Basha, P. S., & Rani, A. U. (2003)의 연구결과 또한 Oreochromis

mossambicus의 간에서 GST 활성 증가를 나타내었다. GSH는 효과적인

항산화제로써, 산화 스트레스를 유발하는 금속과 결합 할 수 있으며, 이 과

정에서 GSH는 ROS에 의해 산화되어 disulfide(GSSG)형태로 전환되지만

glutathione reductase(GR)에 의해 다시 GSH로 전환된다(Stohs and

Bagchi, 1995). 본 연구에서 급이식 카드뮴 노출에 따른 강도다리의 간 및

아가미 GSH level은 증가를 나타냈으며 Dabas, A.(2012)의 연구결과에 또

한 카드뮴 노출에 의해 Channa punctatus의 간에서 GSH level의 증가를
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나타내었다. Schlenk and Rice (1998)은 GSH, metallothionein과 같은

cytosolic thiol-rich protein은 카드뮴과 결합하여 세포 내 카드뮴의 감소상

태를 유지함으로써 2차적 산화 스트레스를 방어 할 수 있다고 보고하였다.

AsA는 신속한 전자 전달에 의해 ROS를 제거하여 세포 내 산화-환원 균

형을 유지함으로써 지질과 같은 거대분자, DNA, 일부 질병과 연관된 단백

질에 영향을 줄 수 있는 ROS의 악영향을 감소 시킬 수 있다(Shaban

ElNeweshy and Said El-Sayed 2011; You et al. 2000). 따라서 AsA첨가

는 자유라디칼의 자동산화 연쇄반응을 막음으로써 체내 중금속에 의한 독

성효과를 감소시킬 수 있다(Sayeed et al., 2003). 본 연구에서 AMP의 첨

가는 강도다리의 급이식 카드뮴 노출에 따른 항산화 효소 활성을 현저히

완화시켰다. Yadav, S. S. at al (2015) 의 연구결과에서 불소에 노출된

Heteropneustes fossilis의 AsA 첨가는 불소에만 노출되었을 때에 비해 간

에서의 SOD, CAT, GST의 활성이 현저히 완화되었고 이것은 AsA에 의

한 ROS의 감소로 인해 SOD 및 CAT 활성이 저하 된 것으로 판단되어진

다.

본 연구에서는 강도다리의 급이식 카드뮴 노출에 따른 AMP의 체내 보호

기능과 해독 효과를 중점적으로 평가했다. 전반적으로 강도다리의 급이식

카드뮴 노출은 체내 여러 구성요소의 유의한 변화를 유도했으며, 높은 수

준의 AMP 첨가는 이러한 독성반응을 유의적으로 완화시켰다. 따라서 본

연구 결과는 강도다리의 카드뮴 축적에 따른 AMP의 긍적적인 효과를 평

가하기 위한 데이터로써 활용 될 수 있다고 판단되어진다. 하지만 독성물

질의 종류, 농도 및 어종 그리고 환경에 따라 그 영향은 다르게 나타날 수

있기 때문에 향 후 다양한 요소에 따른 복합적인 연구가 추가적으로 계속

이루어져야 할 것으로 사료된다.
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요 약

카드뮴 노출에 따른 강도다리의 독성영향에 대한 비타민 C 유도체인

L-Ascorbyl-2-monophospate(AMP) 의 해독효과를 확인하기 위해, 강도다

리(평균 전장 19.87±0.21 cm, 평균 체중 139.47±1.41 g)를 카드뮴 0, 40, 80

mg/kg 농도와 AMP 0, 200, 400, 800 mg/kg 의 농도로 설정하여 사료를

통한 급이 방법으로 총 4주간 노출시켰다. 카드뮴 노출농도와 기간은 각

장기에 유의한 축적을 나타내었다. 장 조직에서 가장 높은 축적을 나타내

었고 AMP 투여농도에 따라 특정조직에서의 카드뮴 축적은 유의한 감소를

나타내었다. 성장에서는 카드뮴 노출에 따른 강도다리의 유의한 감소를 나

타내었다. RBC count, hematocrit value, hemoglobin concentration 등과

같은 혈액학적 성상에서는 카드뮴 노출에 따른 유의한 감소를 나타내었고,

혈액 성분에서는 무기성분인 칼슘, 마그네슘과 유기성분인 클루코즈, 콜레

스테롤 그리고 효소 GOT, GPT의 유의한 변화를 나타내었지만 총단백질

에서는 유의한 변화를 나타내지 않았다. 카드뮴 노출은 강도다리의 성장과

혈액학적 요소에서 유의한 변화를 나타내었고 높은 수준의 AMP 투여는

카드뮴 노출에 따른 독성을 완화시키는데 효과적이었다. 간, 아가미의 항산

화 효소활성은 급이식 카드뮴 노출에 따른 산화스트레스 지표로 평가되었

다. SOD, CAT, GST, GSH는 유의한 증가를 나타내었다. 산화스트레스에

따른 항산화반응에서 항산화물질 AMP는 카드뮴 노출에 따른 항산화반응

을 유의적으로 완화시켰다.
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