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Effects of dietary EGCG on hematological parameters, antioxidant and immune

responses of starry flounder, Platichthys stellatus

Ji Eun Kim

Department of Aquatic Life Medicine, Graduate School

Pukyong National University

Abstract

In this study, changes in hematological properties, antioxidant and immune

response were analyzed in starry flounder by feeding polyphenol, EGCG, which

has been reported to have various physiological activities. EGCG is present in

a variety of foods consumed by humans and is one of the main catechins in

green tea and one of the natural antioxidants.

EGCG concentration 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg/ using starry flounder (length

16.4cm, weight 81.8±0.9g) to check the changes in hematological properties,

antioxidant and immune response according to EGCG feeding After making the

feed in kg, it was fed.

After 2 weeks of acclimatization, EGCG feed was fed to each section and

sampling was performed at 2 and 4 weeks, respectively. Weight and length

were measured before the experiment, and then weight and length were

measured at 2 weeks and 4 weeks. was measured and growth factors were

confirmed by body weight gain (BWG), specific growth rate (SGR),

hepatosomatic index (HSI), and feed effecifi ratio (FER). Upon sampling, the

RBC count, Hb concentration, and Ht level were checked using whole blood
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immediately after samling. By separating the serum, the prganic components

blood glucose and total protein, inorganic components calcium and magnesium,

and the enzyme components GOT and GPT, non-specific the immune response,

lysozyme activity and phagoytosis, were measured. In addition, changes in

SOD and CAT activity were confirmed using sampled gill, liver, kidney, and

intestinal tissues.

As a result of the above experiment, growth factors such as BWG, SGR, and

FER showed significant increases, and HSI did not show significant changes.

There were no significant changes in RBC, Hb, and Ht. In the case of serum

analysis, calcium, magnesium, and total protein were not significantly changed,

and glucose was decreased. There were no significant changes in the serum

enzyme components GOT and GPT. In the case of antioxidant enzymes SOD

and CAT, gills, liver, kidney, and intestine all showed significant increases, and

it was confirmed that lysozyme activity and phagocytosis, which are immune

responses, were significantly increased.

In clusion, EGCG had a positive effect on the growth rate, antioxidant and

immune response of starry flounder.
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I. 서론

양식어류는 일반적으로 못이나 가두리, 육상 수조와 같은 공간에서 양식

되며 단위 공간당 생산성을 높이기 위해 높은 사육밀도로 양식되는 경우가

많아 어류는 고밀도 양식으로 인한 스트레스와 함께 저하된 면역력으로 인

해 질병에 취약해지며, 질병이 발생하는 경우 대량폐사로 이어질 수 있다.

따라서 질병 치료의 목적으로 항생제와 화학요법제를 사용하고 있으며, 이

러한 치료제의 부적절한 사용은 환경 오염, 항생제 내성 또는 약물 내성,

병원체 출현 등의 부작용이 있다(Lin et al., 2015). 이에 대한 대안으로 양

식어류의 면역력 향상과 환경 오염을 일으키지 않으며, 양식어류의 성장률

증가에 도움을 줄 수 있는 안전한 사료첨가제의 개발이 이루어지고 있다.

천연 유래 물질은 항균, 항암, 항산화 등의 생물학적 활성이 있는 자원으

로 주목받고 있다(Lee and Moon, 2003). 많은 연구자들에 의해 flavonoid

계와 phenol계 등의 합성 항산화제가 개발되었으나 유해성과 안정성 문제

로 인해 논란의 대상이 되었다(Lim and Shim, 1997; Shim et al., 2002).

이에 따라 무해하고 항산화력이 우수한 천연 유래 항산화제에 관한 연구가

진행되고 있으며, 보고된 대부분의 천연 항산화제는 식물에서 유래한 것이

다(Jung et al., 2004).

녹차는 오랫동안 한국, 일본, 중국을 포함하여 여러 나라에서 음용되어온

음료로 비타민, 무기질, 아미노산, 카페인, 폴리페놀 등의 성분으로 구성되

어 있다(Harold N. Graham, 1992). 녹차는 다양한 생리학적 활성을 가지며

이러한 활성은 녹차에 존재하는 폴리페놀의 함량에 기인한다(Shen
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Wolfram, 2007). 폴리페놀은 과일, 곡물, 채소, 약용 식물, 차 등 다양한 식

물과 식품에 존재한다. 녹차의 주요 폴리페놀은 a-phenyl-benzopyran의

기본구조를 가진 플라보노이드 화합물인 카테킨으로 4가지 유형(

(−)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG), (−)-epicatechin-3-gallate

(ECG), (-)-epigallocatechin (EGC), 그리고 (−)-epicatechin (EC))로 존재

한다(Yang et al., 2009). 카테킨은 3개의 탄화수소 고리로 구성되어 있으

며 구조적으로 ester catechins (EGCG, ECG)과 non-ester catechins

(EGC, EC)로 구분된다(Yan et al., 2020). 폴리페놀 화합물의 수산기 수와

위치는 항산화 특성을 결정지으며, 카테킨은 특히 ester와 gallate에서 3개

의 수산화기의 존재로 인해 강한 항산화 능력을 가진다(Scalbert and

Williamson, 2000; Talebi et al., 2021).

Fig. 1. Structure of major catechin in green tea.

카테킨은 활성산소를 제거하고 신체에서 다양한 유형의 산화효소의 활동
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을 조절하여 질병을 예방하고 치료할 수 있는 강력한 항산화제로 작용하

며, 이러한 활성은 전자가 conjugation effect (비편재 효과)를 갖는 페놀성

수산기 구조 때문이다. 수소 이온의 결합 능력이 약해져 해리되기 쉬우므

로 활성 수소 이온이 자유 라디칼 및 기타 활성산소종을 중화하여 자유 라

디칼을 소거한다(Yan et al., 2020). 육상동물에서의 연구에 따르면 카테킨

은 항산화 (Frei and Higdon., 2003; Yang et al., 2008), 항돌연변이

(Geetha et al., 2004), 항암 (Yang et al., 2008), 항균 (Taylor et al., 2005;

Reygaert., 2014), 항염 특성, 혈장 내 glucose 감소 (Matsumoto et al.,

1993) 및 총 콜레스테롤 수치의 감소 (Choi and Kim., 2010; Lin and

Lin-Shiau., 2006) 등 다양한 생리학적 활성에 대한 이점이 있다. 이러한

생리학적 활성으로 인해 최근 양식어류에 있어서 면역증강을 위한 사료첨

가제로서 카테킨의 급이 연구가 이루어지고 있다. 카테킨 급이는 어류에

있어서 성장 촉진 (Abdel-Tawwab et al., 2010), 비특이적 면역반응 향상

(Sheikhzadeh et al., 2011; Hwang et al., 2013), 내병성을 증가시킨다고 보

고되었다 (Abdel-Tawwab et al., 2010; Zhang et al., 2014).

강도다리, Platichthys stellatus는 가자미목 가자미과에 속하는 해산어류

로 우리나라 동해안, 일본, 베링해에서 미국 서부 연안에 이르는 북태평양

에 넓게 분포한다. 강도다리는 수심 150 m 내외의 연안에 서식하며, 염분

변화에 대한 내성이 강해 기수지역에서도 서식하며, 종종 담수에서 발견되

기도 한다(Chyung, 1977; Lim et al., 2007). 또한 강도다리는 저수온 및 질

병에 대한 저항성이 강하여 우리나라의 대표 해산 양식 대상종인 넙치를

대체할 어종으로 동해안 지역에서 많이 양식되고 있는 추세이다.

양식어류에서 넙치(Cho et al., 2006), 조피볼락(Hwang et al., 2013) 등

다른 종의 카테킨 급이에 대한 연구가 이루어지고 있으나, 강도다리에서의
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급이에 대한 연구는 부족하다. 따라서 본 연구는 강도다리의 성장률, 혈액

학적 성상, 항산화 및 면역반응에 대한 EGCG의 영향을 확인하기 위하여

녹차의 주요 카테킨 성분 중 하나인 EGCG를 0, 50, 100, 150, 200, 250

mg/ kg 농도로 사료에 첨가하여 실시하였다.
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II. 재료 및 방법

1. 실험어 및 실험환경

실험에 사용한 실험어는 기장 동백리 양식장에서 구입한 강도다리,

Platichthys stellatus로 2주간 순치시킨 후 전장 16.4cm, 체중 81.8± 0.9g의

외관상 건강한 개체를 선별하여 사용하였다. 6개의 150L 원형 수조에 15마

리씩 나누어 순치기간 동안 EGCG가 포함되지 않은 사료를 급이 하였고

수온은 ℃, 광주기는 12시간 간격으로 조절하였다.

실험에 사용한 사료의 농도는 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg/kg EGCG로

대조군을 포함하여 총 6종류의 사료를 제작하였고 각 농도 구간별로 제작

된 사료를 하루 2회 어체중의 1%씩 급이 하였다. 실험 기간은 총 4주로

실험어는 사료 공급 후 각각 2주 및 4주 후 샘플링하였다.
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2. 사료성분 및 배합

사료성분 및 배합은 Table. 1에 나타냈다. 사료는 강도다리 양식 기술서

를 참고하였으며, 강도다리의 영양요구에 맞추어 제작하였다.

사료 구성성분은 white fish meal 55%, casein 10%, dextrin 22%, fish

oil 4%, squid liver oil 4%, carboxymethylcellulose 1%, coline salt 0.5%,

vitamin premix 0.5%, mineral premix 0.5%에 EGCG 프리믹스를 각 구간

의 설정 농도에 맞추어 첨가하였다. EGCG 프리믹스는 셀룰로오스 396g과

EGCG 4g을 혼합하여 2일간 벌크 작업을 통해 제작하였으며 6종류 사료는

각각 EGCG 농도 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg/kg으로 제작하였다. 사료

제작은 각 사료 성분들을 비율에 맞추어 혼합한 후 오징어 간유, 어유 및

물을 넣어 반죽 형태로 만들었다. 제작된 사료 반죽은 압축 성형기를 사용

하여 적당한 크기로 만들어 2일간 실온에서 건조하였다. 건조 후 사료는

강도다리의 입 크기에 맞춰 분쇄하였으며 분쇄한 사료는 냉장고에서 보관

하였다.
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Table. 1. Composition of the experimental diet (% dry matter)

Ingredient
EGCG concentration (mg/kg)

0 50 100 150 200 250
White fish meal 55 55 55 55 55 55

Casein 10 10 10 10 10 10

Dextrin 22 22 22 22 22 22
Fish oil 4 4 4 4 4 4

Squid liver oil 4 4 4 4 4 4
Carboxymethylcellulose 1 1 1 1 1 1

α-Cellulose 2.5 2 1.5 1 0.5 0

Coline salt 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Vitamin premix 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Mineral premix 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
EGCG premix 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Total 100 100 100 100 100 100

1. Whithe 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, The Feed Co., Ltd., Pusan, Korea

5. Squid liver oil, The Feed Co., Ltd., Pusan, Korea

6. Carboxymethylcellulose, Sigma, USA

7. α-Cellulose, Sigma, USA

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

9. Vitamin premix (AA-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

10. 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

11. EGCG, Sigma, Korea
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3. Growth performance

순치 후 전장과 체중을 측정하였고, EGCG가 포함된 사료 급이 후 2주

및 4주에 각각 전장과 체중 및 간 중량을 측정하였다. 성장률은 증체량

(body weight gain, BWG), 성장률 (Specific growth rate, SGR), 간중량지

수 (Hepatosomatic index, HSI)와 사료효율 (feed efficiency ratio, FER)을

측정하였으며, 측정 방법은 다음과 같다.

BWG, Body weight gain (%) = 100 × (final weight - initial weight) /

(initial weighy).

SGR, Specific Growth Rate = 100 × (Ln final weight or lenth - Ln

initial weight or lenth ) / dutation.

HSI, Hepatosomatic index (%) = (Liver weight/ total fish weight) × 100

FER, Feed efficiency ratio (%) = Weigth gain (Final weight – Initial

weight) × 100 / feed intake
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4. 혈액학적 분석

혈액은 응고를 방지하기 위하여 heparin-Na (5000 I.U., 중외제약)가 처

리된 일회용 주사기를 사용하여 미부정맥에서 채혈하였다. 채혈한 전혈은

Red Blood Cell (RBC) hemoglobin (Hb) 농도 및 hematocrit (Ht)을 즉시

분석하였다. RBC는 Hendrick’s solution으로 400배 희석 후

hemocytometer(Improved Neubauer, Germany)를 이용하여 광학현미경으

로 계수하여 계산하였다. Hb 농도는 Cyan-methemoglobin법을 이용한 임

상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd.)를 사용해 측정하였다. Ht는 혈액을

hematocrit 분석용 모세관 튜브 내로 넣어 microhematocrit centrifugation

(Model;01501, HAWKSLEY AND SONS Ltd., England)로 12000rpm으로

4℃에서 5분간 원심분리 후 Micro-Haematocrit reader(HAWKSLEY AND

SONS Ltd., England)로 측정하였다.

이후 혈청 내 무기성분, 유기성분 및 효소활성의 변화를 확인하기 위해

4℃, 3000g에서 5분간 원심분리하여 혈청을 분리하였으며, 분리한 혈청은

실험 전까지 –75℃에서 보관하였다. 혈청 무기성분인 마그네슘

(magnesium) xylidyl blue technique, 칼슘(Ca)

o-cresolphthalein-complexon technique을 임상용 kit (Asan Pharm. Co.,

Ltd.)를 사용하여 분석하였다.

유기성분인 glucose는 GOD/POD technique, Total protein biuret

technique를 임상용 kit (Asan Pharm. Co., Ltd.)를 사용하여 분석하였다.

효소활성인Glutamic oxalate transminase ( GOT), Glutamic pyruvate

transminase (GPT)은 Reitman-Frankel technique을 이용한 임상용 kit

(Asan Pharm. Co., Ltd.)를 사용하여 분석하였다.
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5. 항산화 효소 분석

항산화 효소 분석을 위하여 아가미, 간, 신장, 장 조직을 0.1 M PBS

buffer (pH 7.4)로 세척하였다. 세척한 조직과 homogenizing buffer (0.1M

KCl, pH 7.4)를 1:10의 비율이 되도록 넣어준 후 균질기 (Teflon-glass

homogenizer, 099CK4424, Glass-Col, Germany)를 사용하여 균질화하였다.

균질액은 4℃, 10,000g에서 30분간 원심분리한 후 상층액을 분리하여 실험

에 사용하였다.

아가미, 간, 신장 및 장 조직의 단백질 함량은 Bradford meethod (1976)

를 이용한 Bio-rad protein assay kit (Bio-rad laboratories GmbH,

Munich, Germany)를 사용해 정량하였다.
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5-1. Superoxide dismutase (SOD)

아가미, 간, 신장과 장의 SOD 활성은 SOD Assay Kit – WST

(Dojindo co., Japan)를 사용하여 분석하였다. 조직 상등액은 Dilution

buffer로 각각 1/5, 1/25, 1/125로 희석하여 사용하였으며 분광광도계

(Spectrophotometer Infinite M200 Pro NanoQuant Plate™, TECAN,

Austria)를 사용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD 활성은 50 %

inhibitor rate를 구하여 unit/ mg protein 으로 나타내었다.

5-2. Catalase (CAT)

아가미, 간, 신장 및 장의 CAT 활성은 OxiSelectTM Catalase Activity

Assay Kit(Cell Biolabs, Inc.)를 사용하여 분석하였다. 96 well에 각각 20ul

의 sample을 넣고, Hydrogen Peroxid Working Solution (12mM) 50ul를

넣었다. 섞어준 후 정확히 1분간 실온에 방치하였으며, Catalase Quencher

50ul를 넣고 다시 섞어주었다. 이렇게 섞은 sample 5ul를 새로운 well에 넣

어준 후 Chromogenic Working Solution을 넣어 섞어준 후 실온에서

40~60분간 반응시킨 후, 분광광도계(Spectrophotometer Infinite M200 Pro

NanoQuant Plate™, TECAN, Austria)를 사용하여 520nm에서 흡광도를

측정하였다.
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6. Immune response

6-1. Lysozyme activity

혈청의 lysozyme 활성을 측정하기 위하여 Turbiimetric metho (Ellis,

1990)를 이용한 Lysoyme Detection Kit (Sigma, USA)를 사용하였다.

Phosphate buffer (0.05 M, pH 6.2)를 사용해 Micrococcus lysodeikicus를

현탁하여 혈청과 혼합하였으며 혼합물을 분광광도계를 이용해 450nm에서

5분간 흡광도를 측정하였다. Lysozyme 활성의 결과는 ug/ ml로 나타내었

다.

6-2. Phagocytosis

혈청의 Phagovytosis를 확인하기 위하여 CytoSelect™ 96-Well

Phagocytosis Assay (Red Blood Cell Substrate) kit를 사용하였다. 각

well에 차가운 1×PBS 200ul를 첨가하고 즉시 제거한 후, 고정용액 100ul를

첨가하고 5분간 배양하였다. 배양 후 고정용액을 즉시 제거하고, 1×PBS로

두 번 세척하였다. 세척 후 미리 희석시킨 차단용액 100ul를 각 well에 첨

가하여 실온에서 30분간 배양한 후 즉시 제거하고, 1×PBS로 세 번 세척하

였다. 각 well에 미리 희석시킨 투과성 용액 100ul를 첨가하고 5분동안 배

양 후 즉시 제거하였다. 각 well에 기질 100ul를 첨가하여 10~30분간 배양

하여 반응시킨 후 정지용액 100ul를 첨가하여 반응을 정지시키고 450nm에

서 흡광도를 측정하였다.
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7. 유의성 검정

실험 결과에 대한 통계적 유의성은 SPSS 통계 프로그램을 이용해 일원

배치 분산분석을 실시하였다. 사후검정은 Duncan’s multiple range test를

통하여 실시하였으며, p < 0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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III. 결과

1. Growth performance

EGCG 사료를 급이에 따른 강도다리의 BWG(Body weight gain),

SGR(Specific growth rate), HSI(Hepatosomatic index) 및 FER(Feed

efficiency rate)는 Fig. 2-5에 나타내었다.

BWG는 2주 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났으며, 4주 150

mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다. SGR은 2주 250 mg/kg에서

유의적인 증가가 나타났으며, 4주 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가

나타났다. HSI는 대조군을 제외한 EGCG 급이구에서 EGCG 농도가 증가

함에 따라 감소하는 경향으로 나타났으나 유의적인 차이는 나타나지 않았

다. FER은 2주 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났으며, 4주 150

mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다.
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Fig. 2. Body weight gain of starry flounder, Platichthys stellatus fed

to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks. Values

with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2

weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple rangetest.
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Fig. 3. Specific growth rate of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 4. Heatosomatic index of starry flounder, Platichthys stellatus fed

to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks. Values

with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2

weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple rangetest.
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Fig. 5. Feed efficiency ratio of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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2. 혈액학적 분석

EGCG 사료 급이에 따른 강도다리의 혈액학적 성상의 변화는 Table.

2-5에 나타내었다.

전혈은 RBC count, hemoglobin, hematocrit을 분석하였다. RBC count은

EGCG 급이에 따른 유의적인 변화가 나타나지 않았다. Hemoglobin과

hematocrit 또한 EGCG 급이에 따른 유의적인 변화가 나타나지 않았다.

혈청 무기성분은 칼슘과 마그네슘을 분석하였다. 칼슘은 2주차와 4주차

의 모든 급이 구간에서 유의적인 변화가 나타나지 않았다. 마그네슘 또한

2주차와 4주차의 모든 급이 구간에서 유의적인 변화가 나타나지 않았다.

혈청 유기성분은 glucose과 TP를 분석하였다. Glucose 실험 결과,

EGCG 급이 농도가 높아질수록 감소하는 경향이 있으나 유의한 차이는 나

타나지 않았다. TP 실험 결과, 2주와 4주 모두 EGCG 급이에 따른 유의적

인 변화가 나타나지 않았다.

혈청 효소성분은 GOT와 GPT를 분석하였다. GOT는 대조군과 유사하게

나타났다. GPT 또한 대조군과 유사하게 니타났으며 두 항목 모두 유의성

은 나타나지 않았다.
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Table. 2. Change of RBC count, hemoglobin, hematocrit in starry flounder, Platichthys stellatus fed to different concentration of dietary

EGCG for 4 weeks.

Parameters Period
(weeks)

Epigallocatechin-3-gallate ( mg/kg )

EGCG0 EGCG50 EGCG100 EGCG150 EGCG200 EGCG250

RBC count
(×104mm3)

2 252.33±20.77a 253.67±15.1a 251.17±19.52a 248.17±21.13a 252±31.69a 251.5±26.36a

4 250.83±17.18a 249.17±19.4a 251.33±22.13a 250.5±20.5a 252.83±19.53a 255.17±16.88a

Hemoglobin
(g/dL)

2 1.4±0.15a 1.37±0.22a 1.42±0.19a 1.39±0.16a 1.41±0.13a 1.39±0.14a

4 1.39±0.14a 1.42±0.11a 1.38±0.13a 1.41±0.15a 1.39±0.16a 1.4±0.19a

Hematocrit
(%)

2 16.2±1.93a 16.25±1.95a 15.67±1.88a 15.9±1.51a 16.15±1.23a 15.88±2.26a

4 16.08±1.55a 16.5±1.62a 16.17±2.16a 15.83±1.82a 16.0±1.32a 15.67±1.49a

Valuse are mean ± S.E. Values with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined by

Duncan’s multiple rangetest.
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Table. 3. Change of calcium, magnesium in starry flounder, Platichthys stellatus fed to different concentration of dietary EGCG for 4 weeks.

Parameters Period
(weeks)

Epigallocatechin-3-gallate (mg/kg)

EGCG0 EGCG50 EGCG100 EGCG150 EGCG200 EGCG250

Calcium
(mg/dL)

2 11.21±1.28a 10.88±1.92a 10.99±2.37a 11.14±1.98a 12.17±2.28a 11.08±2.98a

4 10.32±0.41a 11±0.55a 10.14±1.12a 12.21±1.5a 11.98±0.51a 11.29±0.75a

Mgnesium
(mg/dL)

2 2.07±0.3a 2.22±0.17a 2.1±0.23a 2.2±0.27a 2.14±0.39a 2.74±0.22a

4 2.1±0.15a 2.3±0.21a 2.22±0.14a 2.32±0.17a 2.27±0.19a 2.17±0.21a

Valuse are mean ± S.E. Values with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined

by Duncan’s multiple rangetest.



- 22 -

Table. 4. Change of glucose, total protein in starry flounder, Platichthys stellatus fed to different concentration of dietary EGCG for 4 weeks.

Parameters Period
(weeks)

Epigallocatechin-3-gallate (mg/kg)

EGCG0 EGCG50 EGCG100 EGCG150 EGCG200 EGCG250

Glucose
(mg/dL)

2 42.17±2.63a 42.12±1.77a 41.06±2.8a 40.74±2.28a 39.04±1.96a 37.65±2.35a

4 42.29±2.57a 40.31±2.59a 38.44±2.86a 37.9±1.38a 35.95±2.35ab 34.83±2.25b

Total protein
(g/dL)

2 4.3±0.38a 4.24±0.51a 4.31±0.4a 4.22±0.37a 4.29±0.65a 4.27±0.56a

4 4.25±0.41a 4.28±0.51a 4.26±0.39a 4.3±0.42a 4.32±0.5a 4.29±0.32a

Valuse are mean ± S.E. Values with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined

by Duncan’s multiple rangetest.
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Table. 5. Change of GOT, GPT in starry flounder, Platichthys stellatus fed to different concentration of dietary EGCG for 4 weeks.

Parameters Period
(weeks)

Epigallocatechin-3-gallate (mg/kg)

EGCG0 EGCG50 EGCG100 EGCG150 EGCG200 EGCG250

GOT
(Karmen/ml)

2 35.08±4.66a 34.71±3.52a 35.27±4.04a 33.14±3.94a 30.6±2.48a 32.07±3.9a

4 34.97±3.77a 33.41±2.41a 33.91±1.85a 34.9±1.08a 33.98±1.08a 35.01±3.82a

GPT
(Karmen/ml)

2 28.2±2.86a 29.34±3.07a 28.83±2.48a 26.67±1.93a 27.5±2.44a 29.13±3.28a

4 28.39±2.62a 28.47±1.81ab 27.95±1.67a 28.3±3.54a 26.92±3.24a 27.05±1.92a

Valuse are mean ± S.E. Values with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined

by Duncan’s multiple rangetest.
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3. 항산화 효소

3-1. Superoxide dismutase (SOD)

EGCG 사료 급이에 따른 강도다리의 아가미, 간, 신장 및 장 내 SOD 활

성은 Fig. 6-9에 나타내었다. 아가미의 SOD 활성은 2주 200 mg/kg 이상

에서 유의적인 증가가 나타났으며, 4주 150 mg/kg 이상에서 유의적인 증

가가 나타났다. 간의 SOD 화성은 2주, 4주 200 mg/kg 이상에서 유의적인

증가가 나타났다. 신장의 SOD 활성은 2주 250 mg/kg에서 유의적인 증가

가 나타났으며, 4주 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다. 장의

SOD 활성은 2주, 4주 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다.
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Fig. 6. SOD activity in gill of starry flounder, Platichthys stellatus fed

to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks. Values

with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2

weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple rangetest.
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Fig. 7. SOD activity in liver of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 8. SOD activity in kidney of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 9. SOD activity in intestine of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks. Values

with different superscript are significantly different (p < 0.05) in 2

weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple rangetest.
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3-2. Catalase (CAT)

EGCG 사료 급이에 따른 강도다리의 아가미, 간, 신장, 장 내 CAT 활성

은 Fig. 10-13에 나타내었다. 아가미의 CAT 활성은 2주, 4주 EGCG 농도

200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다. 간의 CAT 활성은 2주

200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났으며, 4주 EGCG 농도 150

mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다. 신장의 CAT 활성은 2주, 4주

EGCG 농도 200 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다. 장의 CAT

활성은 2주 250 mg/kg에서 유의적인 증가가 나타났으며, 4주 200 mg/kg

이상에서 유의적인 증가가 나타났다.
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Fig. 10. CAT activity in gill of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 11. CAT activity in liver of starry flounder, Platichthys stellatus

fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4 weeks.

Values with different superscript are significantly different (p < 0.05)

in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 12. CAT activity in kidney of starry flounder, Platichthys

stellatus fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4

weeks. Values with different superscript are significantly different (p

< 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 13. CAT activity in intestine of starry flounder, Platichthys

stellatus fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4

weeks. Values with different superscript are significantly different (p

< 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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4. Immune response

4-1. Lysozyme activity

EGCG 사료 급이에 따른 강도다리의 혈청 내 lsozyme 활성은 Fig. 14에

나타내었다. 혈청 내 Lysozyme 활성은 2주와 4주 EGCG 농도 200 mg/kg

이상에서 유의적인 증가가 나타났다.

4-2. Phagocytosis

EGCG 사료 급이에 따른 혈청의 phagocytosis의 변화는 Fig. 15에 나타

내었다. 혈청 내 phagocytosis 결과는 2주 200 mg/kg 이상에서 유의적인

증가가 나타났으며, 4주 150 mg/kg 이상에서 유의적인 증가가 나타났다.
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Fig. 14. Lysozyme activity in plasma of starry flounder, Platichthys

stellatus fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4

weeks. Values with different superscript are significantly different (p

< 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.
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Fig. 15. Phagocytosis in plasma of starry flounder, Platichthys

stellatus fed to the different concentrations of dietary EGCG for 4

weeks. Values with different superscript are significantly different (p

< 0.05) in 2 weeks and 4 weeks as determined by Duncan’s multiple

rangetest.



- 37 -

IV. 고찰

카테킨은 녹차의 화학적 성분으로 플라보놀 구조의 페놀 화합물로

flavan-3-ol에 속하며, 플라보노이드 하위그룹으로 분류된다(Chen et al.,

2001). 주요 카테킨 중 하나인 EGCG는 다양한 생리학적 활성으로 인해 항

암, 항염, 항균, 항바이러스, 항산화 등에 대한 연구가 많이 이루어지고 있

으며, 생리학적 활성은 수산기의 수, 갈로일기의 존재에 의한 것으로 밝혀

졌다. 이러한 생리학적 활성으로 인하여 양식어류를 대상으로 점차 사료첨

가제로서 면역과 항산화 활성, 성장률 개선에 대한 연구가 진행되고 있다.

어류의 성장 정도를 판단할 수 있는 항목으로는 증체량 (Body weight

gain, BWG), 일일 성장률 (Specific growth rate, SGR), 간 중량지수

(Hepatosometic index, HSI), 사료효율 (Feed efficiency ratio, FER) 등이

있다. 본 연구에서 2, 4주차 EGCG 급이에 따른 강도다리의 성장률을 확인

한 결과 Body weight gain (BWG), Specific growth rate (SGR), Feed

efficiency ratio (FER)은 EGCG 농도가 증가할수록 증가하는 것으로 나타

났다. 의 연구 결과에 따르면 8주간 50 mg/ kg의 tea polyphenol 첨가 사

료를 급이하였을 때 잉어의 성장률이 증가하였으며 500 mg/ kg을 급이하

였을 때 대조군보다 낮아진 것으로 나타났다. Cho et al. (2006)의 연구 결

과에 따르면 녹차 부산물 첨가 실험군을 제외한 다른 실험군(녹차 생잎,

건조잎)에서 성장 및 FER이 대조군에 비해 낮은 것으로 나타났다. 이러한

결과의 차이는 급이 농도, 급이 기간, 사료성분에 따른 차이로 생각된다.

Hepatosomatic index (HSI)의 경우 감소하였으나 유의적인 변화가 나타나

지 않았다. HSI의 경우, 이와 같은 결과가 Kuo et al. (2005)와
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Thawonsuwan et al. (2010)의 연구에서도 보고되었으며, 쥐와 무지개송어

의 HSI 값이 감소하는 경향이 나타났다.

2주, 4주 EGCG 급이에 따른 강도다리의 혈액학적 성상인 RBC,

hematocrit(Ht), hemoglobin(Hb) 실험 결과, RBC count, Ht, Hb는 EGCG

급이에 따른 유의한 변화가 나타나지 않았다. 혈액학적 성상은 어체의 건

강, 영양상태 및 생리학적 변화를 확인하는 지표로 사용된다. 어류의 혈액

학적 성상은 환경 조건 및 식이와 같은 요인에 의해 영항을 받을 수 있다

(Patriche et al., 2011). RBC, hematocrit, hemoglobin과 같은 요인은 스트

레스 요인에 노출되면 감소하는 경향이 있다. 2주, 4주 EGCG 급이에 따른

강도다리의 혈청 무기성분인 calcium (Ca), magnesium (Mg) 분석 결과,

유의한 변화가 나타나지 않았다. 혈청 무기성분인 Ca, Mg은 체내에서 이

온조절 기능을 하며, 세포의 막 투과성과 체내 삼투압을 일정하게 유지하

는데 필수적인 요소로(Patriche et al., 2011), Ca와 Mg의 농도변화는 삼투

압 조절 능력이 영향을 받았다는 것을 의미한다(Waring et al., 1992). 2주,

4주 EGCG 급이에 따른 강도다리의 혈청 유기성분인 glucose와 total

protein(TP) 실험결과, glucose의 경우 EGCG 농도 증가에 따라 감소하는

것으로 나타났다. Gluscose는 스트레스 정도를 평가할 수 있는 지표로 이

용되며, 스트레스와 영양상태는 glucose 수치에 영향을 미칠 수 있다

(Silbergeld, 1974; Patriche et al., 2011). 본 연구에서 혈청 glucose 수치의

감소가 나타난 이유는 EGCG가 포도당 신생합성 효소인

glucose-6-phosphatase(G6Pase)와 phosphoenolpyruvate carboxykinase

(PEPCK)의 발현을 억제한다(Waltner-Law et al., 2002). 또한 EGCG의 피

로갈롤형 구조에 의한 자가산화로 생성된 ROS가 5′-AMP-activated

Protein Kinase(AMPK) 경로를 활성화시켜 포도당 신생합성을 억제하기
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때문이다(Collins et al., 2007). 상반되는 결과로 Hlophe et al. (2014)의 연

구 결과에 따르면 카테킨 농도 500mg/ kg을 급이하였을 때 잉어의 혈청

glucose 수치가 유의하게 증가였으며, 이러한 증가의 원인은 카테킨을 고

농도로 급이하여 탄닌과 같은 차 폴리페놀의 존재로 인한 항영양 요인 때

문일 수 있으며, 이는 스트레스 조절을 방해하여 glucose와 cortisol의 상승

으로 이어질 수 있다(Hlophe et al., 2014; Hossain et al., 2002). Total

protein (TP)의 경우 EGCG 급이에 따른 변화가 나타나지 않았다. TP는

혈청 내에 함유된 여러 가지 단백질을 총칭하며, 혈청 내에는 100여 종류

이상의 단백질이 존재하고 있다. Total protein의 경우 세포의 항상성을 유

지하는 역할을 하며, 생물의 영양 상태와 건강 상태를 나타내는 중요한 지

표이다(Patriche et al., 2011). Matsuyama et al. (2008)의 연구 결과, 12주

및 24주간 카테킨이 풍부한 녹차 음료의 음용이 혈액 전해질인 Ca와 Mg,

TP의 수치의 변화를 야기하지 않았으며, 본 연구 결과 또한 2주 및 4주간

의 EGCG 급이구에서 Ca와 Mg, TP 수치의 변화가 나타나지 않았다. 이러

한 결과는 카테킨이 혈액 전해질에 영향을 미치지 않았음을 나타낸다. 2주,

4주 EGCG 급이 결과, 강도다리의 GOT, GPT의 수치는 유의한 변화가 나

타나지 않았다. 혈청 효소성분인 glutamic oxalate transminase (GOT),

glutamic pyruvate transminase (GPT)는 간에서 분비되는 효소로써, 체내

에서 중요한 당, 단백질, 지질대사에 관여하며 일반적으로 간세포의 괴사나

변성과 같은 간 손상을 평가하는 주요 지표로 사용된다. 어체의 상태가 좋

지 않을수록 GOT, GPT가 증가하며, 스트레스에 의한 방어작용 중의 하나

로서 GOT, GPT와 같은 효소들의 값이 상승한다. 본 연구와 유사한 결과

로 녹차잎 2.5% 첨가 식이를 27주와 63주간 시행한 결과 쥐의 GOT, GPT

수치 변화는 나타나지 않았으며, 이러한 결과는 녹찻잎 2.5% 첨가 식이가
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간 기능 장애를 일으키지 않았음을 나타낸다(Lin et al., 1998).

2주, 4주 EGCG 급이 결과, 강도다리의 SOD, CAT 활성은 아가미, 간,

신장, 장 조직에서 EGCG 농도가 증가함에 따라 유의적으로 증가하는 것

으로 나타났다. In vivo 실험에 따르면 카테킨이 쥐의 CAT, SOD 수준을

증가시킬 수 있으며, 카테킨이 산화환원 효소의 발현을 조절하고 항산화

능력을 개선할 수 있는 것으로 나타났다(Ahmed et al., 2017; Negishi et

al., 2004). 산소는 호기성 생물체에 필수적인 요소로, 에너지를 만드는 과

정, 효소 반응, 오염물질의 노출 등에 의해 유해성 산소인 활성산소

(Reactive oxygen species, ROS)를 생성한다. 활성산소는 홀전자를 가져

빠른 반응성을 보이며, 인접한 세포를 빠르게 공격해 DNA, 단백질, 탄수화

물 등을 손상시키며, 생물체의 항상성 유지에 손상을 줄 수 있다. 이러한

산화 스트레스는 활성산소 생성 속도가 제거 속도를 초과할 때 발생한다

(Sies, 1986). 카테킨은 자유 라디칼에 대해 직·간접적인 작용을 가지고 있

다(Yan et al., 2020). 직접적인 반응은 카테킨이 자유 라디칼 반응하여 비

교적 안정적인 페놀성 산소 라디칼을 형성하여 자유 라디칼을 제거한다.

카테킨 구조의 벤젠 고리에 있는 파이전자(π-eletron)는 페놀성 수산기의

산소 원자에 있는 홀전자에 비편재 효과를 가지며, 홀전자는 벤젠 고리로

향하는 경향이 있어 페놀성 수산기의 수소-산소 결합의 활성을 감소시켜

페놀성 수산기의 수소 활성 증가로 자유 라디칼과 활성산소를 두고 경쟁하

여 자유 라디칼의 자동 산화 반응을 끝낸다(Yan et al., 2020). 간접적인 작

용은 다양한 산화효소와 항산화 효소의 활성을 조절하여 산화 손상으로부

터 보호하는 것이다. 카테킨은 xanthine oxidase (Rashidinejad et al.,

2016)와 nicotinamide adenine dinucleotide phosphate(NADPH)

oxidase(Zuo et al., 2014), cyclic oxidase(Frei and Higdon, 2003),
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lipoxidase를 억제할 수 있고, SOD, CAT와 같은 내인성 항산화 효소의 활

성을 증가시킬 수 있으며(Sinha et al., 2010), 이러한 항산화 효소는 Nrf2

(Nuclear factor erythroid-derived 2-related factor)에 의해 조절된다(de

Vries et al., 2008). 이러한 EGCG의 직·간접적인 작용으로 인해 질병, 스

트레스 등의 요인에 의해 유발되는 산화 스트레스를 예방할 수 있을 것으

로 생각된다.

2주와 4주 EGCG 급이 결과 강도다리의 lysozyme 활성과 phagocytosis

는 EGCG 농도가 증가할수록 유의적으로 증가하였다. 면역은 체내 항상성

유지와 세균, 바이러스 등으로부터의 감염에 대해 신체를 보호하는 중요한

방어체계이다. 면역은 비특이적 면역과 특이적 면역으로 나누어진다. 비특

이적 면역은 어류의 면역체계는 환경변화, 질병 감염 등의 다양한 스트레

스 조건에 의해 영향을 받을 수 있다. 양식에서 사육밀도, 운송, 수질과 같

은 요인은 양식어에 대한 스트레스의 가장 흔한 원인이 된다(Saurabh &

Sahoo, 2007). Lysozyme과 phagocytosis는 어류에서 중요한 비특이적 면

역반응이다. Lysozyme의 경우 그람 양성균과 일부 그람 음성균의 세포벽

에 존재하는 펩티도글리칸층을 파괴하는 용혈 작용을 한다. Cho et al.

(2006)은 건조된 녹찻잎과 생잎, 녹차 부산물을 첨가한 사료를 넙치에 급이

하였을 때 대조군에 비해 높은 lysozyme 활성이 나타났음을 보고하였고,

Sheikhzadeh et al.(2011)은 카페인이 없는 녹차는 무지개송어의 lysozyme

활성 증가와 같은 특정 면역반응에 대한 긍정적인 효과를 보고하였다. 또

한, Tawonsuwan et al.(2010)은 EGCG 급이가 무지개송어의 lysozyme 활

성을 증가시킨다고 보고하였다. Phagocytosis는 체내로 침입하는 이물질,

병원체와 같은 다양한 요인에 영향을 받는 어류의 건강 상태 및 면역반응

을 평가하는 지표로 사용된다(Risjani et al., 2014). 카테킨은 caspase의 활
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성을 유도하는 것으로 알려졌으며(Saeki et al., 2000), EGCG의 pyrogallol

형 B-ring 또는 갈로일기와 같은 피로갈롤형 구조가 카스파제 신호전달

경로(caspase signaling pathways)를 통해 수지상 세포와 같은 대식세포의

식세포 활성을 증가시킨다(Monobe et al., 2010).

본 연구 결과 EGCG 급이는 강도다리의 성장률 증가와 항산화 효소 활

성 증가, 면역반응을 증가시켰으며, 이러한 결과는 양식어류의 항산화 기능

과 면역 자극 가능성 측면에서 사료첨가제로서 EGCG의 추가 연구 가능성

이 있음을 시사하며, 어류에 있어서 EGCG 연구의 기초 자료로 사용할 수

있을 것으로 판단된다.
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V. 요약

카테킨은 항산화, 항염, 항암, 항균, 항바이러스와 같은 다양한 생리학적

활성을 가져 어류에서 면역증강을 위한 사료첨가제로서 연구되고 있으며,

카테킨의 급이가 어류의 성장을 촉진하고 내병성을 증가시키는 효과가 확

인되어 본 연구에서는 녹차의 주요 카테킨 중 하나인 EGCG를 급이하여

강도다리에서 혈액학적 성상, 항산화 및 면역반응의 변화를 분석하였다.

EGCG 급이에 따른 혈액학적 성상, 항산화 및 면역반응의 변화를 확인하

기 위하여 강도다리(전장 16.4cm, 체중 81.8± 0.9g)를 사용하여 EGCG 농

도 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg/kg 으로 사료 제작 후 급이하였다. 실험어

는 2주간의 순치 후 각 구간에 EGCG 사료를 급이하여 각각 2주와 4주에

샘플링을 실시하였으며, 실험 전 체중과 체장을 측정한 후 2주와 4주 샘플

링을 실시할 때 체중과 체장을 측정하여 Body weight gain (BWG),

Specific growth rate (SGR), Hepatosomatic index(HSI), Feed effecifi

ratio (FER)로 성장 인자를 확인하였다. 샘플링 시 혈액은 채취한 즉시 전

혈을 사용하여 RBC count, Hb 농도, Ht 수치를 확인하였으며, 혈청을 분

리하여 유기성분인 혈당과 총단백질, 무기성분인 칼슘과 마그네슘, 효소성

분인 GOT와 GPT, 비특이적 면역반응인 lysozyme 활성과 phagoytosis를

측정하였다. 또한 샘플링 한 아가미, 간, 신장, 장 조직을 이용해 SOD와

CAT 활성의 변화를 확인하였다.

위 실험에 따른 결과로 성장 요인인 BWG, SGR, FER은 유의적인 증가

가 나타났으며, HSI는 유의적인 변화가 나타나지 않았다. RBC, Hb, Ht의



- 44 -

경우 유의적인 변화가 나타나지 않았다. 혈청 분석의 경우 칼슘과 마그네

슘, total protein은 유의적인 변화가 없었으며, glucose는 감소하였다. 혈청

효소성분인 GOT, GPT의 경우 유의적인 변화가 나타나지 않았다. 항산화

효소인 SOD와 CAT의 경우 아가미, 간, 신장, 장 모두 유의적인 증가가

나타났으며, 면역반응인 lysozyme 활성과 phagocytosis의 경우 유의적으로

증가하는 것을 확인할 수 있었다.
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