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Abstract

Sideeffectsofsyntheticantibioticsandantioxidants,naturalantibacterial

substancesandantioxidantspresentinnaturalproducts,andtheirhuman

impactarethemajorresearchtopicsconductedtodate.Recently,astudyon

natural antibacterial substances and antioxidants are concentrated in

bio-activecompoundsofmarinesourcehasproducedauniquemetabolism

andspecificity.Sea-urchincalledas haedam  inorientalmedicine,known

foritsexcellentphysiologicalactivity.

Inthisstudy,weusepurplesea-urchin(Anthocidariscrassispina)'sshell

andegg,wasusedtomeasuredantimicrobialactivityagainsthumanand

fishbacterialpathogens,anditsantioxidantactivity.Also,weinvestigate

effectofhotwaterextractofsea-urchinshellintheimmuneresponseof

oliveflounderandtocheckit'susageasfeedadditives.

Henceforthestudy,8.3955gofA.crassispinaegghotwaterextract,

2.009gofA.crassispinashellhotwaterextract,3.1344gofA.crassispina

egghexanelayer,0.3199gofA.crassispinaeggmethylenechloride(CH2Cl2)

layer,0.2998gofA.crassispinaegg ethylacetatelayer,2.5713g ofA.

crassispinaeggaqueouslayer,0.517gofA.crassispinashellhexanelayer,

0.0085gofA.crassispinashellCH2Cl2layer,0.0153gofA.crassispinashell

ethylacetatelayerand0.8838gofA.crassispinashellaqueouslayerwere

extracted.

AntibacterialactivityofA.crassispinaeggextractswerecomparedwith

thatofA.crassispinashellextracts,whichrevealsthateggextractswere

moreeffectthanshellextracts.InDPPH radicalscavengingactivity,both

eggandshellextractsshow similarreducingactivitybuthigherthanthatof

controlBHA andBHT.Especially,aqueouslayerofeggextracts,hotwater

extractandethylacetatelayerofshell’santioxidantactivitieswereexcellent

in low concentration.In hydroxylradicalscavenging activity,also show



similarresults with DPPH radicalscavenging assay.However,hydroxyl

radicalscavengingactivityofeggextractsisslightlyhigherthanthatof

shellextracts.

Asaresultininvivotest,thehotwaterextractofA.crassispinashell

wasshowedthatdonoteffectonthenon-specificimmuneresponsesofthe

oliveflounder.Thereasonforthisresult,thefeeduptakeofoliveflounderis

presumablyduetolow during theexperimentperiod.Furtherstudiesare

needtodetailedanalysesofsea-urchinshellextractsandtoencouragingthe

isolatingbiologicallymorepotentialsubstance.
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I.서론

1990년대 이후 양식산업의 급격한 성장에 따라 질병에 의한 어류의 폐사량

역시 증가하고 있다.양식산업에서 어류의 질병예방 및 치료를 위해 사용하는

가장 일반적인 방법으로는 항생제와 백신요법이 있다(Newman,1993;Elderet

al,1995).항생제 요법의 경우,질병의 치료를 위하여 페니실린계(Penicillins),

테트라사이클린계(Tetracyclines)와 퀴놀론계(Quinolones)등의 항생제가 주로

사용되고 있으며(국립수산진흥원,2000),이러한 항생제의 오남용으로 인해 어류

의 체내 잔류(Karunasagaretal.,1994)와 항생제 내성균의 출현(Witteetal.,

1999)과 같은 문제를 일으킬 수 있다.또한 최종 소비자인 사람의 체내에 항생

제가 장기간 축적될 경우 인체에 유해한 내성균의 출현과 균교대증,알러지 반

응 유발 등의 안전성 문제가 제기 될 수 있다(Jangetal.,2010).

천연물에 존재하는 항균성 물질의 개발에 관한 연구로는 계란이나 우유,감

자,어류 등 식품 소재로부터 분리한 항균성 물질에 관한 연구(Hugheyetal.,

1987;Beuchatetel.,1989,Shinetal.,1992)부터 향신료로부터 추출한 성분들

의 항균활성에 대한 연구(Shelefetal.,1980),미생물의 대사산물인 bacteriocin,

지방산,유기산 등의 항균활성(Moketal.,1998;,Moketal.,1999;Okabeet

al.,2000),한약재와 같은 천연식물의 약리작용 및 천연 항균성 물질의 탐색

(Kwaketal.,1993;Kim etal.,1993;Parketal.,1994;Mokelat.,1995;

Parketal.,1995)등 다양한 연구가 수행되어져 왔다.이러한 천연물에 포함된

항균활성 물질에 관한 연구는 식품에 존재하며 사람에게 유해한 세균들에 대한

항균효과에 대해서는 많이 보고가 되어 있으며,양식어류에 질병을 일으키는 세

균에 대한 항균효과에 대한 연구 또한 점차 증가하고 있다.

생체 내 산화촉진물질(prooxidant)과 산화억제물질(antioxidant)이 여러 가지

요인에 의해 균형이 무너지면 산화적 스트레스(oxidativestress)가 유발되어 잠

재적인 세포손상이나 병리적 질환을 일으키게 된다(Haliwelletal.,1991;

Haliwelletal.,1999).이러한 산화적 스트레스의 직접적 원인이 되는 활성산소

종(reactiveoxygenspecies,ROS)는 호흡을 하는 생물에서 필수적으로 생성되
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는 부산물이다(Kim,1999;Polietal.,1993;Punchardetal.,1996).ROS에서

유래되는 자유 라디칼은 비공유 전자를 갖고 있기 때문에 매우 불안정하고 반

응력이 높다.이 때문에 생체 내 물질과 쉽게 반응하며,끊임없이 체내 분자를

공격하여 세포와 조직에 비가역적인 손상을 초래하거나 유전자의 돌연변이,세

포독성 및 암 등을 유발한다(Itoetal.,1983;Minetal.,2004).이를 방지하기

위해 많은 천연,합성 항산화 물질이 개발되어 왔으나,효과와 경제성 및 안전

성을 문제로 실제로 사용되는 것은 합성 항산화제인 BHA(butylated

hydroxyanisole),BHT(butylatedhydroxytoluene),천연 항산화제인 tocopherol

정도이다.그러나 합성 항산화제인 BHA과 BHT의 경우,고농도로 투여 할 경

우 간 비대증이 유발되거나 발암성을 나타내는 것으로 알려져 있다.(Brannen,

1975;Chanetal.,1993;Itoetal.,1983).Tocopherol의 경우,효과가 낮고 가격

이 높다는 결점이 있다(Chaetal.,1998;Chaetal.,1997;Moonetal.,1997).

이에 인체에 무해하고 항산화능이 우수한 천연 항산화제에 관한 연구가 계속

진행되고 있다.

최근 천연 항균물질 및 천연 항산화제에 관한 연구는 독특한 대사과정과 특

이성을 갖는 해양생물이 생산하는 생리 활성 물질에 집중되고 있다.그러나 미

역,다시마,감태,곰피 등의 해조류 등 흔히 접할 수 있는 생물에 대한 연구들

은 많이 보고되고 있으나(Parketal.,1998;Ryuetal.,1989;Choetal.,1994;

Choetal.,1994),육상생물에 비해 그 결과가 적고 미흡한 실정이다.

성게(sea urchin)는 극피동물문(Phylum Echinodermata), 성게강(Class

Echinoidea)에 속하며,주로 연안에서 수심이 깊은 곳까지 서식한다.전 세계

에 약 900종이 분포하며,한국에서는 약 30종이 서식하는 것으로 알려져 있으

며,갯녹음 현상의 원인 중 하나이다.우리나라 연근해에서 서식하는 성게 중,

식용으로 이용되고 있는 성게는 보라성게(Anthocidariscrassispina),말똥성게

(Hemicentrotuspulcherrimus),분홍성게(Pseudocentrotusdepressus),북쪽

말똥성게(Strongylocentrotusimternmedius)등이다.성게는 한의학에서 해담

(海膽)이라고 부르며,수분과 단백질,지방,비타민 B군,비타민 C,마그네슘

및 칼슘을 함유하고,결핵,거담 작용,신경통에 효과가 있으며 알코올 해독작
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용을 갖는다(Yu,1999;Kim etal.,2002).

그러나 성게의 식용으로 이용되는 생식소(알)부위는 전체의 약 20% 뿐이며,

나머지 80%는 껍질로 구성되어 있다.성게의 연간 평균 총생산량 2,500톤을 기

준으로 했을 때,이 중 약 2,000톤이 껍질이며,이는 모두 폐자원으로 버려지고

있다.난분해성인 껍질은 대부분 폐기된 그대로 방치되고,그로 인해 새로운 환

경문제가 되고 있다(Kim etal.,2002).

성게에 대한 연구는 대부분 성게의 산란과 성장(Yooetal.,1982),성분 및

생산,가공에 관한 것이다(Nam,1986;DelaCruz-Graciaetal.,2000).이 외에

성게를 이용한 서남해역 저질 오염 검정(Wuietal.,1992)및 해수의 생물학적

평가(Yuetal.,1999)에 관한 연구가 있으나,성게껍질에 관한 연구는 미흡한

편이다.최근 일본의 한 기업에서 성게껍질로부터 칼슘을 분리하여 칼슘보조제

를 생산하여 시판하고 있고,비료첨가제로서의 이용 가능성에 대해 연구 중인

것으로 알려져 있다.또한 성게껍질 추출물의 항당뇨 효과, 식품 유해 미생물

에 대한 항균활성 효과,성게껍질이 계육 및 계란의 품질에 미치는 영향 등 성

게껍질의 유효성분 이용 가능성에 대해 검토하고 있으나(Kim etal.,2011;Bae,

2004;Kim,2005;Kim,2005;,Kim etal.,2002),구체적인 성게껍질의 활용에

관한 연구는 아직 미비한 실정이다.

본 연구는 해안지역 환경오염의 원인이 되고 있는 성게를 이용하여,알과 껍

질이 어류질병세균과 인체유해세균에 대해 갖는 항균 활성과 항산화 활성을 측

정하였다.또한 전량 폐기되고 있는 성게 껍질을 추출하여 사료에 첨가함으로써

환경 문제를 해결하고,성게껍질 추출물을 첨가한 사료의 급여 시 나타나는 넙

치의 면역 반응을 조사하여,사료 첨가제로서의 응용 가능성을 확인하고자 하였

다.



- 4 -

II.재료 및 방법

2.1.시료의 구입 및 추출

2.1.1.시료의 구입

본 실험에 사용된 성게는 제주특별자치도 서귀포시 성산해역 인근에서 채취된

보라성게(Anthocidariscrassispina)로,2014년 6월 24일에 알 2kg,껍질 4kg을

구입하여 사용하였다.

2.1.2.성게알 및 껍질의 분말 제조

성게껍질은 깨끗이 수세하여 통풍이 잘 되는 곳에서 48시간 동안 건조 및 정

선하여 동결건조 하였다.성게알은 수세 후 물기를 최소화한 후,냉동시켜 동결

건조 하였다 (PVTED10A,Ilshinbiobase,Dongduchun,Korea).동결건조 한 시

료는 블렌더를 이용하여 마쇄한 후 분말로 제조하고,-80℃에서 보관하여 사용

하였다.

2.1.3.성게알 및 성게껍질의 열수추출물 제조

진공 동결된 시료 100g에 시료량의 10배(w/v)인 멸균 증류수를 혼합하여 10

0℃의 waterbath에서 180분간 중탕한 후,감압여과장치와 filterpaper(110

mm,No.5C,ADVANTEC,Japan)이용하여 여과하였고,3회 반복 추출하였다.

여과액은 회전식 진공 농축기로 감압 농축시킨 후,동결 건조하여 분말형태로

제조하고,-80℃에서 보관하여 실험에 사용하였다.
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2.1.4.성게알 및 성게껍질의 유기용매 추출 및 분획물 제조

진공 동결된 시료 100g과 시료량의 10배(w/v)인 80% ethylalcohol을 가하여

실온에서 180분간 반응시킨 후,filterpaper(110mm,No.5C,ADVANTEC,

Japan)와 감압여과장치를 이용하여 여과하였고,총 3회 반복 추출하였다.여과

액은 회전식 진공 농축기로 감압 농축시킨 후 동결건조 하였다.성게껍질과 성

게알의 80% EtOH 추출물을 얻은 후 용매별로 분획 처리하여 각각 hexane층,

methylenechloride(CH2Cl2)층,ethylacetate층,수층분획물로 계층 분획하였다.

각 층은 감압 농축 후,동결 건조하여 분말형태로 제조하였고,-80℃에 보관하

여 실험에 사용하였다.
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2.2.성게알 및 성게껍질 추출물의 항균활성 확인

2.2.1.항균실험 사용균주

본 연구에 사용된 어류 병원성 세균과 인체 유해 세균은 미생물자원센터

(Korean Collection forTypeCulture,KCTC)와 한국미생물보존센터(Korean

CultureCenterofMicroorganisms,KCCM)로부터 분양받았으며,그람 양성균

4종과 그람 음성균 8종,총 12종의 균주의 균주를 사용하였다(Table1).사용 배

지는 Brain HeartInfusion Agar(BHIA),1.5%의 NaCl이 첨가된 BHIA,

MarineAgar(MA),Reinforced ClostridialMedium (RCM),NutrientAgar

(NA),3%의 NaCl이 첨가된 NA 등 Difco(USA)사의 제품을 사용하여 stab

culture하였고,5일마다 계대하여 사용하였다.

Table1.Listofstrainsandmediaforantibacterialexperiments.

Strain Media
Temp

.(℃)

Gram 

(+) 

bacteria

Streptococcus iniae (KCTC 3657) BHIA 25

Streptococcus parauberis (KCTC 3651) BHIA 25

Propionibacterium acnes (KCCM 41747) RCM 37

Micrococcus luteus (KCTC 3063) MA 25

Gram 

(-) 

bacteria

Vibrio parahaemolyticus (KCCM 11965) NA 37

Vibrio alginolyticus (KCCM 40513) MA 30

VIbrio ichthyoenteri (KCCM 40870) MA 25

Vibrio anguillarum (KCTC 2711) MA 25

Vibrio fluvialis (KCCM 40827) MA 30

Edwardsiella tarda (KCTC 12267) BHIA 25

Aeromonas hydrophila (KCCM 32586) NA 25

Aeromonas salmonicida (KCCM 40239) BHIA 25
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2.2.2.추출물의 항균활성 탐색

추출물의 어류질병세균과 인체유해세균에 대한 항균활성 효과는 paperdisc

method를 이용하여 탐색하였다(Murrayetal.,1999).실험에 사용된 각 병원균

은 최적배지를 이용하여 전배양 한 후,Spectrophotometer (Libra S22,

Biochrome,England)를 사용하여 660nm에서 OpticalDensity(O.D)값이 0.4가

되도록 0.85% 생리식염수로 희석하였다.희석한 균 현탁액은 각각의 최적 배지

에 멸균한 면봉을 이용하여 고르게 도말하였다.각 추출물은 1,5,10,100,200

mg/ml로 희석하고 0.45μm syringefilter(Whatman,UK)를 이용하여 여과한

후,멸균한 8mm paperdisc(ADVANTEC,Japan)에 50μl씩 분주하여 흡수

및 건조시켰다.건조된 disc는 균주가 도말된 plate에 밀착시켜서 각 병원균의

최적 배양온도에서 48시간 배양 후,disc주변에 생성된 생육저해환(clearzone,

mm)을 측정하여 성게알과 껍질의 열수 추출물과 분획별 추출물의 항균활성을

비교분석하였다.



- 8 -

2.3.성게알 및 성게껍질 추출물의 항산화 효과 확인

2.3.1.DPPH radical소거활성 측정

전자공여능은 96 well plate (Biofil, China)에 4.0×10
-4
M DPPH

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,Sigma-aldrichCo.,USA)용액 100μl와 동량의

각 추출액을 1,5,10 mg/ml의 농도로 첨가하여 30분간 반응시킨 후,

microplatereader(SynergyHTXmulti-modereader,BioTek,USA)를 이용하

여 517nm에서 흡광도를 측정하였다.대조구로는 합성 항산화제인 butylated

hydroxytoluene(BHT,Sigma-aldrichCo.,USA)와 butylatedhydroxyanisole

(BHA,Sigma-aldrichCo.,USA)를 0.05% (w/v)의 농도로 제조한 후,DPPH

용액 100μl와 대조구액 100μl을 혼합하여 30분간 반응시킨 후,흡광도를 측정

하였다.Control은 DPPH용액과 methylalcohol을 각각 100μl씩 혼합한 용액을

이용하였다.

전자공여능(Electrondonatingability,EDA(%))은 성게알과 껍질의 열수 추

출물 및 분획 추출물을 농도별로 첨가한 실험구와 control의 흡광도 감소율로

나타내었다.

EDA(%)=(1-absorbanceofsampleat517nm /absorbanceofcontrolat

517nm)×100
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2.3.2.Hydroxylradical소거활성 측정

1,5,10mg/ml로 희석한 보라성게 알과 껍질 추출물의 hydroxylradical

(OH-)소거활성능을 측정하기 위해 2-deoxyriboseoxidationmethod방법을 변

형하여 측정하였다(Kawagan,1996).

시험관에 10mM FeSO4/EDTA 용액 200μl,10mM 2-deoxyribose200μl,

추출물 200μl,0.1mM phosphatebuffer(pH 7.4)1ml,10mM H2O2200μl

를 가하고 37℃에서 4시간 동안 반응시킨 후,2.8% TCA (trichloroaceticacid)

solution1ml을 가하여 반응을 중지시켰다.그 후,1% TBA (thiobarbituric

acid)solution1ml을 가하여 100℃에서 10분간 가열 후,급속히 냉각하여 532

nm에서 흡광도를 측정하였다.시료에 대한 기준시료로는 DPPH solution을 이

용하였다.Hydroxylradical소거활성은 HSA (hydroxylradicalscavenging

ability,%)로 표기하였다.

HSA(%)=[1-(absorbanceofsampleat532nm /absorbanceofcontrol

at532nm)]×100
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2.4.성게껍질 열수추출물의 첨가에 따른 양식 넙치의 비특이적 면역

반응

2.4.1.실험어 사육관리

본 연구에 사용된 넙치는 제주특별자치도 제주시 조천읍에 위치한 양식장에

서 분양받아 사용하였다.실험 시작 전,실험 환경에 적응시키기 위해 약 2주간

사료를 공급하지 않는 상태로 순치시켰다.실험 시작 전 넙치의 평균 무게는

48.2±4.4g이었다.사육 수조는 120L의 사각 유리 수조를 사용하였고,각 수조

당 15마리를 수용하였다.실험 기간 중 염분,수온,용존산소량(dissolved

oxygen,DO),pH는 YSI(YSI-556MPS,YSILifeSciences,USA)를 사용하여

매일 측정하였다.실험 기간 중 사육온도는 18.12~19.84℃,염분은 33.68~

34.21‰,pH 7.96~8.34,용존산소량(dissolvedoxygen)은 7.2~7.9ppm이였

다.사료는 1일 2회(오전 9시,오후 6시),어체중의 2%만큼 공급하였으며,사육

은 총 4주간 진행하였다.

2.4.2.실험사료 제작 및 투여

실험용 사료는 시판하고 있는 넙치용 배합사료(조단백질 52.0%,조지방 8.0%,

조섬유 3.0%,조회분 14.0%,칼슘 1.5%,인 2.7%,SuhyupCo.,Korea)에 성게껍

질 1% 열수 추출물과 5% 열수 추출물을 첨가하여 실험사료를 제작하였다.대

조구로는 성게껍질 열수 추출물을 첨가하지 않은 일반 상업 사료를 급여하였다.

실험 기간 내 사료는 1일 2회(오전 9시,오후 6시),어체중의 2%로 공급하였으

며,실험 사육은 총 4주 동안 진행하였다.
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2.4.3.Respiratoryburstactivity측정

어류의 혈액 내 식세포 작용을 알아보기 위해 respiratoryburstactivity를 측

정하였다.실험어의 미부정맥에서 채취한 전혈과 0.2% nitrobluetetrazolium

(NBT,Sigma-aldrichCo.,USA)을 1:1비율로 유리 원심관에 넣고 상온에서

30분간 반응시킨 후,dimethylformamide1ml을 첨가하여 반응을 정지시켰다.

그 후 2,000rpm에서 5분간 원심분리 한 후,상층액을 수거하고 glasscell에 분

주하여 540nm에서 spectrophotometer(LibraS22,Biochrome,England)로 흡

광도를 측정하였다.

2.4.4.혈청 내 lysozymeactivity측정

실험어의 혈청 내 lysozyme활성을 측정하기 위해 0.85% 멸균 생리식염수

(pH 6.2)에 Micrococcuslysodeikticus(Sigma-aldrichCo.,USA)이 0.2mg/ml

의 농도가 되도록 solution을 제조하였다.실험어의 미부정맥에서 채취한 전혈을

800xg에서 20분간 원심하여 혈청을 분리하였다.96wellplate(Biofil,China)

에 분리한 혈청 15μl를 분주하고 M.lysodeikticussolution150μl을 첨가하여

25℃에서 30초와 4분 30초 반응 후,microplate reader (Synergy HTX

multi-modereader,BioTek,USA)530nm에서 흡광도를 측정하였다.측정된

흡광도의 분당 0.001감소치를 lysozyme의 활성 단위인 1unit/ml로 표시하였

다.
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III.결과 및 고찰

3.1.시료의 추출

3.1.1.성게알 및 껍질의 열수추출물과 각 분획물의 수율

보라성게 알과 껍질을 각각 멸균 증류수에 넣어 100℃에서 3회 추출하여 감

압농축 후 동결건조하여 8.3955g의 보라성게 알 열수추출물과 2.0099g의 보라

성게 껍질 열수추출물을 얻었다.보라성게의 알과 껍질을 각각 80% ethyl

alcohol로 상온에서 3회 반복 추출하여 11.2144g의 보라성게 알 에탄올 추출물

과 1.7366g의 보라성게 껍질 에탄올 추출물을 얻었다.이 추출물을 다시 극성

과 비극성 용매로 분획하여 보라성게 알 hexane3.1344g,methylenechloride

(CH2Cl2)0.3199g,ethylacetate0.2998g,수층(aqueous)2.5713g,보라성게

껍질 hexane0.517g,methylenechloride(CH2Cl2)0.0085g,ethylacetate

(EtAct)0.0153g,수층(aqueous)0.8838g을 얻었다(Table2,3).각 분획물은

각각 감압농축 후 동결건조하여 분말형태로 제조한 후,시료로 사용하였다.

Table2.Yields(%)ofvarioussolventfractionsofA.crassispina'segg.

Fraction Yields (g) Yields (%)

Hot water ex. 8.3955 8.3955

80% ethanol ex. 11.2144 11.2144

Hexane fr. 3.1344 3.1344

CH2Cl2 fr. 0.3199 0.3199

EtAct fr. 0.2998 0.2998

Aqueous fr. 2.5713 2.5713
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Table3.Yields(%)ofvarioussolventfractionsofA.crassispina'sshell.

Fraction Yields (g) Yields (%)

Hot water ex. 2.0099 2.0099

80% ethanol ex. 1.7366 1.7366

Hexane fr. 0.517 0.517

CH2Cl2 fr. 0.0085 0.0085

EtAct fr. 0.0153 0.0153

Aqueous fr. 0.8838 0.8838
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3.2.성게알 및 성게껍질 추출물의 항균활성 확인

어류 병원성 미생물인 그람 양성균 2종과 그람 음성균 5종,그리고 인체 유해

미생물인 그람 양성균 2종과 그람 음성균 3종에 대하여 보라성게의 알과 껍질

의 열수추출물과 분획물을 이용하여 항균활성을 측정하였다(Table4,5).그 결

과,보라성게 껍질 추출물에 비해 알 추출물이 보다 많은 균주와 낮은 농도에서

항균활성을 나타냈다.그 중 보라성게 알 methylenechloride분획물의 경우,담

수어류에서 질병을 일으키는 A.hydrophila에 대해 5mg/ml의 농도에서도 항균

활성이 강하게 나타났다.보라성게 알 hexane분획물의 경우,양식넙치의 자어

에서 장관백탁증을 유발하는 V.ichthyoenteri에 대하여 10mg/ml의 농도에서

항균활성이 나타났다.보라성게 껍질 hexane분획물은 A.hydrophila에 대해,

수층분획물은 여름철 사람에서 장염비브리오를 유발하는 V.parahaemolyticus

에 대해 약한 항균활성이 나타났다.항균활성이 관찰된 모든 추출물은 인체 유

해 미생물에 비해 어류질병세균에 대해 항균활성이 더 높았다.또한 활성이 나

타난 모든 추출물은 농도의존적인 경향을 보였으며,추출물의 농도가 높아질수

록 더 강한 항균활성을 나타내었다.성게껍질 추출물은 이전에 500~2000μ

g/ml의 농도에서 식품 부패 미생물에 대해 항균효과가 존재한다고 보고된 적이

있다.
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Sample 

name

Fish pathogenic bacteria (mm)
Human clinical bacteria 

(mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AEHW

1mg
- - - - - - - - - - - -

AEHW

5mg
- - - - - - - - - - - -

AEHW

10mg
- - - - - - - - - - - -

AEHW 

100mg
- - - - - 23.0 - - - - - -

AEHW 

200mg
- - - - - 28.0 - - - - - -

AEH

1mg
- - - - - - - - - - - -

AEH

5mg
- - - - - - - - - - - -

AEH 

10mg
- - - - - - 12.0 - - - - -

AEH 

100mg
19.5 - - - - 22.5 35.0 - - - - -

AEH 

200mg
27.0 - - - - 35.5 45.0 - - 11.0 - -

AEMC 

1mg
- - - - - - - - - - - -

AEMC

5mg
23.0 - - - - - - - - - - -

AEMC

10mg
28.0 - 11.0 - - - - - - - - -

AEMC

80mg
38.5 - 24.0 - - 33.5 - - - 14.5 18.5 -

AEEA

1mg
- - - - - - - - - - - -

AEEA

5mg
- - - - - - - - - - - -

AEEA

10mg
- - - - - - - - - - - -

AEEA

79mg
12.0 - 12.0 - - - - - - 25.5 - -

AEAQ

1mg
- - - - - - - - - - - -

Table4.AntibacterialactivityofvarioussolventofA.crassispinaegg

extractagainstfishpathogenicandhumanclinicalbacteria.



- 16 -

AEAQ

5mg
- - - - - - - - - - - -

AEAQ

10mg
- - - - - - - - - - - -

AEAQ

100mg
- - - - - - - - - - -

-

AEAQ

200mg
- - - - - - - - - - - -

1;KCCM 32586A.hydrophila,2;KCCM 40239A.salmonicida,3;KCTC12267E.tarda,4;

KCTC3657S.iniae,5;KCTC3651S.parauberis,6;KCTC2711V.anguillarum,7;KCCM

40870V.ichthyoenteri,8;KCTC3063M.luteus,9;KCCM 41747P.acnes,10;KCCM 40513

V.alginolyticus,11;KCCM 40827V.fluvialis,12;KCCM 11965V.parahaemolyticus,AEHW;

A.crassispinaegg hotwaterextract,AEH;A.crassispinaegg hexanelayer,AEMC;A.

crassispinaeggmethylenechloridelayer,AEEA;A.crassispinaeggethylacetatelayer,AEAQ;

A.crassispinaeggaqueouslayer
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Table5.AntibacterialactivityofvarioussolventofA.crassispinashell

extractagainstfishpathogenicbacteriaandhumanclinicalbacteria.

Sample 

name

Fish pathogenic bacteria (mm)
Human clinical bacteria 

(mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ASHW

1mg
- - - - - - - - - - - -

ASHW

5mg
- - - - - - - - - - - -

ASHW

10mg
- - - - - - - - - - - -

ASHW 

100mg
- - - - - - - - - - - -

ASHW 

200mg
- - - - - - - - - - - -

ASH

1mg
- - - - - - - - - - - -

ASH

5mg
- - - - - - - - - - - -

ASH 

10mg
- - - - - - - - - - - -

ASH 

100mg
14.0 - - - - - - - - - - 16.0

ASMC 

1mg
- - - - - - - - - - - -

ASEA

3mg
- - - - - - - - - - - -

ASAQ

1mg
- - - - - - - - - - - -

ASAQ

5mg
- - - - - - - - - - - -

ASAQ

10mg
- - - - - - - - - - - -

ASAQ

100mg
- - - - - - - - - - - -

ASAQ

200mg
- - - - - - - - - - - 10.5

1;KCCM 32586A.hydrophila,2;KCCM 40239A.salmonicida,3;KCTC12267E.tarda,4;

KCTC3657S.iniae,5;KCTC3651S.parauberis,6;KCTC2711V.anguillarum,7;KCCM

40870V.ichthyoenteri,8;KCTC3063M.luteus,9;KCCM 41747P.acnes,10;KCCM 40513

V.alginolyticus,11;KCCM 40827V.fluvialis,12;KCCM 11965V.parahaemolyticus,ASHW;
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A.crassispinashellhotwaterextract,ASH;A.crassispinashellhexanelayer,ASMC;A.

crassispinashellmethylenechloridelayer,ASEA;A.crassispinashellethylacetatelayer,

ASAQ;A.crassispinashellaqueouslayer
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3.3.성게알 및 성게껍질 추출물의 항산화 효과 확인

3.3.1.DPPH radical소거활성 측정

체내에서 일어나는 산화반응은 노화,세포손상,세포의 변이를 유발하여 암

세포를 생성한다.따라서 산화적 스트레스를 유발하는 freeradical의 생성을

억제하는 것은 간접적으로 노화와 암을 예방한다고 할 수 있다.이러한 free

radical의 생성을 억제하는 것을 항산화 작용이라고 하는데,생체 내에서 발생

하는 freeradical을 대상으로 실험하는 것은 어렵기 때문에 보편적으로 DPPH

와 ABTSradical을 bio-maker로서 사용하고 있다.DPPH radical은 보라색을

띄며,항산화능력을 가진 물질과 반응하면 노란색으로 변색되며,항산화 효과

가 강할수록 더 옅은 노란색으로 변색된다.

보라성게 알과 껍질의 1,5,10mg/ml의 농도로 이루어진 각 추출물의 항산

화능을 DPPH에 대한 전자공여능(electrondonatingability,EDA(%))으로 나

타내었다(Fig.1,2,3).보라성게 알 추출물의 전자공여능을 측정한 결과,1

mg/ml에서 평균 22.9%,5mg/ml에서 45.2%,10mg/ml에서 57.2%의 전자공여

능을 나타내었으며(Fig.1),모든 추출물은 농도가 높아질수록 항산화 활성이

좋아지는 농도의존적 성향이 나타났다.보라성게 알 추출물 중 가장 높은 활성

을 나타낸 것은 수층분획물(AEAQ)로,1mg/ml의 농도에서 41.6%로 BHT

(40.0%)와 유사한 활성을 나타내었고,5mg/ml과 10mg/ml의 농도에서는 각

각 71.5%와 78.1%로 BHT보다 높은 활성을,BHA (74.6%)와는 유사한 라디칼

소거활성을 나타냈다.

보라성게 껍질 추출물의 전자공여능 측정 결과,1mg/ml에서 평균 21.3%,5

mg/ml에서 50.1%,10mg/ml에서 67.3%의 전자공여능을 나타내었으며(Fig.2),

성게알 추출물과 마찬가지로 농도의존적 이었다.껍질 추출물의 경우 모든 농도

에서 가장 높은 활성이 나타난 추출물은 열수추출물(ASHW)로 농도별로

25.2%,69.6%,75.6%의 라디칼 소거활성능이 측정되었으며,5mg/ml의 경우,

BHA과 유사한 활성을 나타냈다.또한 3.8 mg/ml의 ethylacetate 분획물

(ASEA,76.9%)역시 높은 라디칼 소거활성을 나타냈다(Fig.3).
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Fig.1.Radicalscavengingactivityofvariousextractsandconcentration

obtainedA.crassispinaegg.TheantioxidativeactivitywastestedbyDPPH

method.BHA;Butylated hydroxyanisole,BHT;Butylated hydroxytoluene,

AEHW;A.crassispinaegg hotwaterextract,AEH;A.crassispinaegg

hexanelayer,AEMC;A.crassispinaeggmethylenechloridelayer,AEEA;A.

crassispinaeggethylacetatelayer,AEAQ;A.crassispinaeggaqueouslayer
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Fig.2.Radicalscavengingactivityofvariousextractsandconcentration

obtainedA.crassispinashell.TheantioxidativeactivitywastestedbyDPPH

method.BHA;Butylated hydroxyanisole,BHT;Butylated hydroxytoluene,

ASHW;A.crassispinashellhotwaterextract,ASH;A.crassispinashell

hexanelayer,ASAQ;A.crassispinashellaqueouslayer
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Fig.3.Radicalscavenging activity ofA.crassispina shellmethylene

chloridelayer1.7mg/ml(A)andethylacetatelayer3.8mg/ml(B).The

antioxidative activity was tested by DPPH method. BHA; Butylated

hydroxyanisole,BHT;Butylatedhydroxytoluene,ASMC;A.crassispinashell

methylenechloridelayer,ASEA;A.crassispinashellethylacetatelayer
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3.3.2.Hydroxylradical소거활성 측정

2-deoxyribose는 Rentonreagent로부터 생성된 hydroxylradical에 의해 산화

되어 malondialdehyde를 생성한다.이러한 2-deoxyribose의 산화적 분해 정도는

산성 조건 하에서 TBA를 첨가하여 95℃ 이상으로 가열하여 생성되는 붉은색의

화합물(thiobarbituricacidreactivespecies,TBAR)을 흡광도로 측정하여 나타

낸다.

보라성게 알과 껍질의 1,5,10mg/ml의 농도로 이루어진 각 추출물 별 항산

화능을 hydroxylradicalscavenging activity (HSA)를 이용하여 측정하였다

(Fig.4,5,6).보라성게 알 추출물의 HSA 측정 결과,1mg/ml에서 평균

21.1%,5mg/ml에서 38.2%,10mg/ml에서 49.7%의 HSA를 나타냈으며,모든

보라성게 알 추출물은 대조구인 BHA (15.0%),BHT (15.2%)와 유사하거나 더

높은 활성이 나타났다(Fig.4).보라성게 알 추출물 중 ethylacetate분획물

(AEEA)이 각 35.9%,70.3%,76.8%로 HSA가 가장 높게 나타났고,hexane분획

물(AEH)은 5mg/ml에서 47.9%,10mg/ml에서 66.3%,methylenechloride분

획물(AEMC)은 43.9% (5mg/ml),54.1% (10mg/ml)로 모두 BHA와 BHT보다

더 높은 활성을 나타냈다.보라성게 알 수층분획물과 열수추출물의 경우 농도에

따른 HSA의 변화에 큰 차이가 나타나지 않았다.

보라성게 껍질 추출물의 HSA 측정 결과,농도별 평균 22.2%,26.9%,27.4%

의 값을 나타내었다(Fig.5).모든 보라성게 껍질 추출물은 대조구인 BHA와

BHT와 비교하였을 때,거의 모든 추출물이 유사한 활성을 나타내는 것을 확인

하였다.모든 농도에서 hexane분획물(ASH)이 24.3%,40.2%,51.4%로 가장 우

수한 활성을 나타냈다.1.7mg/ml의 methylenechloride분획물 역시 36.7%로

대조구에 비해 활성이 높았다(Fig.6).성게껍질 열수추출물과 수층분획물의 경

우,농도에 따른 HSA의 변화에 차이가 나타나지 않았다(Fig.4).
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Fig.4.Hydroxylradicalscavenging activity ofvarious extracts and

concentrationobtainedA.crassispinaegg.BHA;Butylatedhydroxyanisole,

BHT;Butylated hydroxytoluene,AEHW;A.crassispina egg hotwater

extract,AEH;A.crassispinaegghexanelayer,AEMC;A.crassispinaegg

methylene chloridelayer,AEEA;A.crassispina egg ethylacetatelayer,

AEAQ;A.crassispinaeggaqueouslayer
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Fig.5.Hydroxylradicalscavenging activity ofvarious extracts and

concentrationobtainedA.crassispinashell.BHA;Butylatedhydroxyanisole,

BHT;Butylated hydroxytoluene,ASHW;A.crassispina shellhotwater

extract,ASH;A.crassispinashellhexanelayer,ASAQ;A.crassispinashell

aqueouslayer
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Fig. 6. Hydroxylradical scavenging activity of A.crassispina shell

methylenechloridelayer1.7mg/ml(A)andethylacetatelayer3.8mg/ml

(B).BHA;Butylatedhydroxyanisole,BHT;Butylatedhydroxytoluene,ASMC;

A.crassispinashellmethylenechloridelayer,ASEA;A.crassispinashell

ethylacetatelayer
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3.4.성게껍질 열수추출물의 첨가에 따른 양식 넙치의 비특이적 면

역 반응 확인

3.4.1.Respiratoryburstactivity측정

어류에 있어 비특이적 면역 반응이 얼마나 증가되었는가를 가장 잘 반영하는

척도로서 식세포 활성(phagocyteactivity)측정을 가장 많이 사용하고 있다.식

세포의 활성이 일어나면 혈장과 phagosomalmembranes에 있는 NADPH

oxidase에 의해 superoxide가 생성된다 superoxide는 hydrogen peroxide

(H2O2),hydroxylradical(OH-),singletoxygen(
1
O2)등 다른 종류의 ROS로

전환된다.Respiratoryburst란 식세포가 식작용 또는 다른 물질들에 의해서 자

극받았을 때 산소 소비량이 증가하고,O2-,OH-,H2O2와 같은 ROS를 다량으로

방출하는 현상을 말하며,이러한 ROS는 생체 내에 침입한 병원체를 사멸시키는

매우 중요한 역할을 한다(Siwickietal.,1994).이러한 respiratoryburst측정

방법에는 주로 NBT법을 사용하며,최근에는 chemiluminescence(CL)법의 사용

이 증가하는 추세이다.

본 연구에서는 NBT법을 이용하여 respiratoryburst를 측정하였다(Fig.7).

측정 결과,1주차에서는 2주차 까지는 서로 차이가 나타나지 않았으며,3주차에

서는 대조구와 5% 성게껍질 첨가구의 활성이 갑자기 증가하였다가,4주차에 다

시 감소하는 모습을 보였다.본 실험결과에 의하면,대조구와 실험구 모두 실험

기간에 따른 면역력 증가에 대한 연관성이 관찰되지 않았는데,이것은 혈액 채

취 시 handling에 의한 과도한 스트레스 또는 추출물에 의한 기호성의 변화에

따른 사료섭취율의 저하 때문인 것으로 보인다.
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Fig.7.NBT reductionoftheoliveflounder(paralichthysolivaceus)fedon

A.crassispinashellhotwaterextractandcommercialdietfor4weeks.
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3.4.2.혈청 내 lysozymeactivity측정

Lysozyme은 체액성 면역 반응에 관여하는 효소로 세균의 세포벽에 존재하는

다당류 속의 N-acetylmuramic acid와 N-acetylglucosamine 사이의 β

-1,4-glycoside(muramide)결합을 가수분해한다.난백,비점액,타액,눈물,혈

장 등에 존재하며,그람양성균에 대한 항체 및 보체의 활성과 식세포 작용을 증

가시킨다.어류의 피부,점액,아가미 등은 어류 감염의 초기 단계에서 중요한

역할을 한다.피부의 점액 및 표면점막 등에는 lysozyme,complement,lectin,

proteolyticenzyme등의 면역인자가 포함되어 있으며,이들에 의해 비특이적

면역 반응이 일어난다. Lysozyme은 세균벽의 N-acetylmuramic acid와

N-acetylglucosamine사이의 β-1,4-glycoside(muramide)결합을 가수분해하여

병원균을 사멸시키고,그람양성균의 세포벽에 직접 작용하며,그람음성균에 대

한 항체 및 보체의 활성과 식세포 작용을 증가시키고,peptidoglycan층을 분해

시킨다고 알려져 있다.

본 연구결과,실험이 진행됨에 따라 대조구의 lysozyme활성은 실험이 진행

될수록 감소하고,1% 성게껍질 열수추출물 첨가구와 5% 성게껍질 열수추출물

첨가구의 lysozyme활성이 증가하는 것으로 나타났으며,실험 마지막 주인 4

주차에서는 두 실험구 모두 대조구에 비해 활성이 증가하였다(Fig.8).본 결과

에 의하면 성게껍질 열수추출물이 양식넙치의 혈청 내 lysozyme의 증가에 영

향을 미치는 것으로 생각이 되나,respiratoryburst와 동일한 이유로 연관성이

낮다고 여겨진다.

이전 연구결과에 의하면,성게껍질 분말을 급여한 육계의 근육에서 Fe와 Ca의

함량이 증가하였으며,총 아미노산 함량 역시 증가하여,기능성 계육의 생산에

효과가 있을 것이란 보고가 있었다.또한 산란계에 급여 시,일반 성분 및 외관

상에는 변화가 없으나 Fe와 Ca함량이 높고,고도불포화 지방산 함량이 높은

기능성 계란의 생산이 가능할 것이란 보고가 있다(Kim,2005;Kim,2005;Kim

etal.,2002).따라서 본 실험에서 이용한 성게껍질 추출물 이외에,성게껍질 분

말을 넙치에 급여 할 경우,선행 연구 결과와 같이 영양상 기능이 우수한 넙치

의 생산을 기대할 수 있을 것으로 생각된다.
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Fig.8.Lysozyme activity in the serum from the olive flounder(P.

olivaceus)fedonA.crassispinashellhotwaterextractandcommercialdiet

for4weeks.
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IV.요약

항생제와 합성 항산화제의 부작용 및 문제점에 의해,천연물에 존재하며 인체

에 무해하고 효과가 좋은 항균성 물질과 항산화제에 관한 연구는 현재까지도

주로 진행되고 있는 연구 주제 중 하나이다.최근 천연 항균물질 및 천연 항산

화제에 관한 연구는 독특한 대사과정과 특이성을 갖는 해양생물이 생산하는 생

리 활성 물질에 집중되고 있다.성게는 한의학에서 해담이라고 불리며,우수한

생리활성을 나타낸다고 알려져 있다.

본 연구에서는 바다 갯녹음 현상의 주원인 중 하나이며,폐자원으로 버려지는

껍질에 의해 최근 환경오염의 문제점으로 대두되고 있는 성게를 이용하여,알과

껍질이 어류질병세균과 인체유해세균에 대해 갖는 항균 활성과 항산화 활성을

측정하였다.또한 전량 폐기되고 있는 성게 껍질을 추출하여 사료에 첨가함으로

써 환경 문제를 해결하고,성게껍질 추출물을 첨가한 사료의 급여 시 나타나는

넙치의 면역 반응을 조사하여,사료 첨가제로서의 응용 가능성을 확인하고자 하

였다.추출 결과,8.3955g의 보라성게 알 열수추출물과 2.0099g의 보라성게 껍질

열수추출물,보라성게 알 hexane3.1344g,methylenechloride(CH2Cl2)0.3199g,

ethylacetate0.2998g,수층(Aqueous)2.5713g,보라성게 껍질 hexane0.517g,

methylene chloride (CH2Cl2)0.0085g,ethylacetate (EtAct)0.0153g,수층

(Aqueous)0.8838g을 얻었다.

항균활성은 보라성게 껍질 추출물에 비해 보라성게 알 추출물이 더 많은 활성

을 나타내었으며,항산화 효과에서 DPPH radical소거 활성의 경우,알과 껍질

추출물 모두 대조구인 BHA와 BHT와 유사하거나 더 높은 활성을 나타내었다.

Hydroxylradical소거 활성 또한 DPPH와 유사한 결과였으나,DPPH는 껍질

추출물의 활성이 더 높았던 반면,hydroxylradical소거활성은 보라성게 알 추

출물이 더 높게 나타났다.따라서 기존에 생리활성이 연구되어 왔던 성게알 뿐

만 아니라,폐자원으로 버려지는 성게껍질에서도 유용한 생리활성물질이 존재한

다고 여겨지며,본 연구는 앞으로 진행될 성게껍질의 성분에 대한 연구의 기초

자료가 될 것으로 생각된다.
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고맙고 사랑합니다.앞으로도 열심히 노력하고,더 듬직한 사람이 되겠습니다.

감사합니다!
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