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Abstract 

The red type sea cucumber (Apostichopus japonicus) is valuable food source in Korea, China and 

Japan. In Jeju, Korea put forth considerable effort such as supporting the red type sea cucumber farm 

and releasing juvenile to increased red type sea cucumber natural resources. However, these natural 

resources are rapidly diminishing according to the environmental changes such as high temperature 

and low salinity. Thus, major issues in farming the juvenile red variant sea cucumber include growth 

rates and environmental resistance. In recent years, studies have focused on feed additives to enhance 

immune system and health. In this study, we used probiotics, levan and spirulina manufactured 

immunity diet. And we compared the physiological activity in accordance with high temperature and 

low salinity in each groups which common diet (CD), nutrition diet (ND; mixed nutritional 

supplement) and immunity diet (ID; mixed probiotics, spirulina and levan).  

The growth rate measured every 4 weeks and immune activities analyzed phenoloxidase(PO) 

activity, lysozyme activity and protein level in coelomic fluid after 12 weeks. As an additional 

experiment were analyzed the change of physiological activities in CD and ID groups on high 

temperature and low salinity environment. Acute environmental change stress tests divided into 

control group (20℃ and 35‰), high temperature group (30℃) and low salinity group (25‰) for each 

diet groups. Sampling is 0, 1, 3, 6, 12 and 24 hour was run at the time. Coelomic fluid was sampled 

and analyzed the physiological activity.  

As a results, the aqua farm environment had a higher survival rate in ID group compared other 

groups. The results of immune activities showed that protein level and PO activity were no significant 

differences, but lysozyme activity was significant decreased in each experimental group. The 

environmental stress results showed that stress index was higher in the CD group then the ID group. 

And we found that the each experimental group in the high temperature and low salinity environment 

was higher immune activities ID group then CD group. The Results indicated that the immune feed 

additive was enhanced resistance of acute environmental change in ID group. Thus, the Immune feed 

additive will have positive effect which increasing fast growth and resistance disease in Juvenile A. 

japonicus. 
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Ⅰ. 종합 서론 

 

해삼은 전세계적으로 1500여종이 존재하며 한국에는 14종이 서식 하는 것으로 알려

졌다. 그 중 상업적인 가치가 높은 종은 돌기해삼인 해삼인 Apostichopus japonicus 종으

로서 산업적으로 색에 따라 홍해삼, 청해삼 및 흑해삼으로 구분되지만 분류학적으로는 

동일한 종으로 알려져 왔다(Choo, 2008; Choe and Oshima, 1961). 그러나 최근 연구결과 세 

종 간의 유전적 다형성이 존재하는 것으로 보고되었고(Kang et al., 2011; Kan-no and Kijima, 

2003), 그 중에서도 홍해삼은 다른 해삼에 비해 맛과 향이 뛰어나 고가에 판매되고 있

다(Kan-no and Kijima, 2003; Choo, 2008). 현재 국내에서도 홍해삼의 수요가 점차 증가하고 

있어 경제적인 가치가 높으나 그에 비하여 양식은 제한적으로 이루어지고 있는 실정이

다.  

최근 홍해삼의 양식을 증가시키기 위하여 국가 및 지자체에서 많은 노력을 기울이고 

있으며, 특히 제주도에서도 홍해삼의 경제적 가치를 높이고자 지속적으로 종묘를 방류

하거나, 양식어가 지원, 양식단지 조성 등 홍해삼의 자원증가와 양식활성을 위해 많은 

노력을 기울이고 있다. 그러나 홍해삼 양식의 경우 아직 기술이 정착되지 않아 양식상

에 어려움이 많기 때문에 일부 어가에서만 이루어지고 있으며, 제주도 연근해의 수온 

상승 및 염분저하 등으로 인하여 방류 홍해삼 치삼의 생존율 역시 낮은 것으로 알려졌

다. 

홍해삼 양식에서 제기되는 가장 큰 문제점으로는 불균형한 성장과 질병이 있다. 해삼

의 경우 소화력이 약하기 때문에 소화흡수율이 낮아 동일한 시기에 치삼의 육성을 시작

하여도 사료의 성분이나 소화력에 따라서 성장에 큰 차이가 나타나게 된다. 또한 부드

러운 피부 때문에 육성 시 피부궤양과 입 부분 비대 등의 증상을 유발하는 유행성 질병

에 특히 취약하며, 질병이 발생하는 경우 확산이 빠르고 폐사율이 높을 뿐 아니라 지속

적으로 성장이 저해되는 현상이 일어나 양식어가에 큰 경제적 피해를 주게 된다(Xitao et 
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al., 2014) 

최근에는 이러한 문제점을 해결하기 위하여 친환경적인 양식 방법으로 천연물질을 첨

가하여 성장 및 면역을 증진시켜 안정적인 성장과 질병으로 인한 피해를 예방하기 위한 

노력이 이루어지고 있다(Zhao et al., 2010; Ma et al., 2013; Wang et al., 2014) 

프로바이오틱스(probiotics)는 유용 미생물을 의미하며 숙주에 일정량을 사용하였을 때 

숙주의 건강에 도움을 주는 균을 말하는 것으로서(Gilliland et al., 2001), 주로 프로바이오

틱스로 유산균과 Lactobacillus 속의 세균이 가장 많이 사용되고 있다. 프로바이오틱스는 

소화 효소를 도와 소화력을 높여주는 역할을 하며(De schrijver and Ollevier, 2000; Ten 

Doeschate and Coyne, 2008; Yu et al., 2009; Zokaeifar et al., 2012), 장 내에서 비타민과 지방산 

등을 생성하기도 한다(Sugita et al., 1992; Vine et al., 2006). 이에, 최근에는 소화력 증진과 

면역증가를 위하여 해삼의 사료첨가제로 프로바이오틱스를 많이 사용하고 있으며, 

Bacillus subtilis T13 과 Hanseniaspora opuntiae C21 등의 프로바이오틱스의 섭취가 해삼의 

성장과 면역을 증가시켜 준다고 보고되어 있다(Yancui et al., 2012; Yuexin et al., 2013). 

한편, 최근에는 프로바이오틱스의 효능을 더욱 강화 시키기 위하여, 장내에서 프로바이

오틱스의 성장 및 효과를 증진시킬 수 있는 프리바이오틱스(prebiotics)와 함께 사용되고 

있는 추세이다. 프로바이오틱스인 lactobacillus 및 bifidobacteria 종을 프리바이오틱스로 

많이 사용되는 레반성 제제인 이눌린(inulin)과 자연발생 프럭토올리고당

(fructooligosaccharide)과 같은 성분을 함께 사용하였을 경우, 장내 유용세균의 수를 증가

되고 대장 내의 pH가 낮아지는 효과가 보고 된 바 있다(Akin et al., 2007; El-Nagar et al., 

2002; Gibson and Roberfroid, 1995; Oluwakemi, 2014). 이와 같이 프로바이오틱스와 프리바이

오틱스의 영양성 증진 및 내재된 효과 증진을 위하여 함께 사용하는 것을 신바이오틱스

(synbiotics)라 하며 최근 이를 활용한 연구가 활발히 진행되고 있다(Cross ML, 2002; 

Morelli et al., 2003). 

따라서 본 연구에서는 최근에 면역증강물질로 많이 사용되고 있는 프로바이오틱스, 레
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반 및 스피루리나를 혼합한 면역증강사료첨가제가 기존에 많이 사용되고 있는 해삼영양

제와 비교하여 해삼의 성장과 면역에 미치는 영향을 확인하였으며 추가적인 실험을 통하

여 환경스트레스 하에서 면역첨가제가 홍해삼의 생리학적 변화에 미치는 영향을 비교 분

석하였다. 
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Ⅱ. 면역증강사료첨가제 급이에 따른 홍해삼 치삼의 성장 및 면역 활성 

변화 

 

1. 서론 

 

홍해삼은 중국, 일본 한국에서 경제적 가치가 높은 양식생물로서 고가로 판매되고 있

으며 수출전략 품종으로서 상당한 가치를 가지고 있다(Yuan et al., 2006). 그러나 국내에서

는 아직 청해삼 및 홍해삼의 양식기술이 아직 정착되지 않아 양식이 매우 제한적으로 이

루어지고 있으며, 사료의 원료 및 양식 사료 역시 대부분이 중국에서 수입하여 이용하는 

실정이다. 또한, 미세한 사료의 조성비율의 차이에도 해삼의 성장에 영향을 미치기 때문

에, 해삼 전용 사료에 대한 연구가 진행되어야 한다(Choi, 2014).  

해삼은 침전물 섭식 생물로서 주로 유기물, 박테리아, 원생동물 규조류 및 해조류 등

을 섭이하는 것으로 알려졌다(Yang et al., 2005; Yuan et al., 2006). 따라서 해삼 사료에는 미

세조류 및 해조류 분말이 해삼사료의 주요 사료원으로 사용되고 있다. 그 중 미세조류인 

스피루리나는 홍해삼의 유용한 먹이성분으로써 타 미세조류에 비하여 단백질 함량이 높

아 영양성분이 뛰어나기 때문에 해삼의 사료에 첨가제로서 많이 사용되고 있었으나, 최

근에는 셀룰로오스(cellulose)성 세포벽으로 인하여 소화 시에 영양흡수가 어려워 해삼의 

성장에 크게 도움을 주지 못하는 것으로 보고되고 있다(Xia et al., 2012; Shi et al., 2013). 또

한 해삼 사료내에서 가장 많은 비중을 차지하는 해조류 분말 역시 조섬유 등이 다량으로 

존재하기 때문에 해삼 체내로의 충분한 영양흡수가 어렵다고 알려졌다(Erasmus et al., 1997; 

Ten Doeschate and Coyne, 2008). 

따라서 최근에는 해삼의 소화력을 증진시키기 위한 연구가 많이 진행되고 있으며, 현

재 해삼의 소화력을 높이기 위해 사료에 펄이나 모래를 혼합하는 등의 시도가 이루어지

고 있다 (Yuan at al., 2006; Liu et al., 2009; Ce shi et al 2013). 또한 분말사료의 입자 역시 소
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화에 중요하여 입자를 분쇄하거나(Wang et al., 2014), 사료를 발효시키기도 하며 소화율 향

상에 도움이 되는 기능성 물질을 혼합 하는 등(Choi, 2014) 해삼의 성장 증진을 위한 연

구가 많이 진행되고 있다. 

또한 최근에는 해삼 사료에 프로바이오틱스를 혼합하여 급이하면 소화력 증가와 더불

어 성장과 면역에 도움을 주는 것으로 보고되어(Yancui et al., 2012; Yuexin et al., 2013), 해삼

양식장에서 해삼의 사료첨가제로서 프로바이오틱스를 많이 사용하고 있다. 프로바이오틱

스 중에서도 Bacillus polyfermenticus는 Bacillus속의 그람양성균으로, 비스판(bispan)균으로 

불리우고 있으며, 다른 유산균에 비하여 활성이 오래 지속되고, 소화력을 증진시켜주며 

사람의 장관에서는 vitamin B1 및 B2을 생성하는 등의 기능을 가지고 있는 것으로 알려

져 장관기능 개선에 효과적인 것으로 보고되었다(Lee at al., 2001). 

한편, 프리바이오틱스인 레반은 그 자체로서도 항산화, 항염증 항암 등의 효능이 있다

고 알려져 있으며(Dahech et al., 2011), 어류 질병에 있어서 면역체계를 작용시키는 안전하

고 효과적인 면역자극제로서 효능이 있는 것으로 보고되었다(Gupta et al., 2011; 

Rairakhwada et al., 2007). 최근의 연구에서 프리바이오틱스로 레반을 함유한 제제를 사용

하였을 경우, 장내 유용세균의 수를 높이고 대장 내의 pH를 낮추는 효과가 있으며

(Gibson and Roberfroid, 1995; El-Nagar et al., 2002; Akin et al., 2007; Adebola et al., 2014), 장내 

기능을 개선하는데 도움을 주고 숙주의 장내 유용세균의 수를 증가시킬 뿐만 아니라 생

육이나 활성을 촉진함으로서 숙주의 건강을 증진시킬 수 있다고 보고되고 있다(Kang et 

al., 2009; Srikanth et al., 2015). 그러나 국내에서는 아직 해삼의 사료첨가제로서 신바이오틱

스를 사용한 연구는 전무한 실정이며 신바이오틱스에 관한 연구 역시 미미한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 해삼의 성장을 높여주는 스피루리나, 그리고 프로바이오틱스로 

Bacillus polyfermenticus, 프리바이오틱스로는 레반을 혼합하여 신바이오틱스 면역사료첨가

제로 사용하고자 하였다.  또한, 양식어가에서 일반적으로 사용되고 있는 해삼용 영양제

와 비교하고자 일반 해삼사료에 시판용 영양제 및 면역증강사료첨가제 배합사료를 혼합
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하여 급이하였을 경우, 홍해삼 치삼의 성장률, 생존율 및 생리 활성을 각각 비교분석 하

고자 하였다.  
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2. 재료 및 방법  

 

2-1. 실험동물 및 실험 환경  

 

실험은 2014년 10월 27일부터 2015년 1월 27일까지 총 12주 간 제주도 내 홍해삼 양

식장에서 진행되었으며, 양식장 내의 수조 3개를 이용하였다. 실험동물은 홍해삼 치삼(A. 

japonicus)을 이용하였으며, 홍해삼 치삼은 각 수조 당 182마리로 평균 무게는 2.4 ± 0.1 g 

이었다. 양식장의 실험수조는 1 × 2.4 × 0.3 m
3으로, 조도는 100 lux 이하였다. 각 실험수조

에는 동일한 개수의 은신처를 설치하였으며, 실험환경 변화를 측정하기 위하여 실험이 

진행되는 동안 4주에 한 번씩 수질측정기(YSI, YSI Incorporated, USA)를 이용하여 수온, 염

분, 용존산소(dissolved oxygen, DO) 및 pH 변화를 측정하였다(Tab. 1).  

 

 

 

 

Table 1. Water environment of experiment tank for 12 weeks 
 

Week Water temp(℃) Salinity(‰) 

Dissolved oxygen 

(DO; mg/L) 

pH 

0 21.00 ± 0.35 30.61 ± 3.32 6.13 ± 0.13 7.64 ± 0.07 

4 15.18 ± 0.06 33.47 ± 0.03 8.35 ± 0.03 7.88 ± 0.15 

8 13.67 ± 0.47 34.45 ± 0.01 8.37 ± 0.14 7.85 ± 0.25 

12 11.60 ± 0.75 31.08 ± 5.77 9.14 ± 0.33 7.82 ± 0.11 
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2-2. 사료제작 및 급이   

 

실험사료는 다시마를 주 원료로 한 일반 홍해삼 사료(common diet, CD)와 CD사료에 비

타민 등이 포함된 일반 영양제(sanyihao/yantai, duolai feed co., Ltd.)를 2% 첨가한 사료

(nutrition diet, ND), 스피루리나 15%, 프로바이오틱스(Bacillus polyfermenticus) 3 × 10
9
 CFU 

및 레반 0.1%로 구성된 면역증강사료첨가제를 배합한 사료(immunity diet, ID)를 사용하였

다. CD사료 성분은 사료표준분석방법에 의하여 분석되었으며 그 결과는 Table 2와 같다. 

각각의 실험 사료는 12주 간 하루 1회 30 g씩 오전에 급이하였다. 

 

 

 

Table 2. Proximate composition (%) of common diet (CD) for red type sea cucumber 

(Apostichopus japonicus) 
 

Moisture (%) 5.33 

Crude protein (%) 21.07 

Crude fat (%) 1.32 

Crude ash (%) 34.65 
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2-3. 성장도 평가  

 

홍해삼 치삼 성장도 분석은 사육수조로부터 개체를 전량 회수한 후 계측하였으며, 실

험 시작일로부터 4주 마다 반복 측정되었다. 12주의 실험 종료 후 증체율 일간 성장률 및 

생존율을 계산하였다. 일간 성장률은 specific growth rate (%) = (logefinal wt- logeinitial 

wt)/days와 같이 계산되었으며, 증체율은 weight gain (%) = (final weight - initial weight) ×100 

/initial weight으로 계산되었다.  

 

2-4. 생존율 평가  

 

홍해삼 치삼 성장도 분석은 사육수조로부터 개체를 전량 회수한 후 계측하였으며, 실

험 시작일로부터 4주 마다 반복 측정되었다. 12주의 실험 종료 후 증체율 및 일간 생존율

을 계산하였다.  
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2-5. 홍해삼 내 단당류 분석  

 

다당성 물질인 레반 섭이 후 홍해삼 치삼의 체내 단당류 함량변화를 파악하기 위하여 

체조직의 단당류 분석을 실시하였다. 홍해삼 치삼을 -70℃ 에서 3일 이상 동결한 후 냉

동건조기를 사용하여 72시간 동안 동결건조 하였다. 건조된 홍해삼 치삼은 분쇄하고 밀

봉하여 분석 전까지 4℃에서 냉장보관 하였다. 체내의 단당류 분석은 홍해삼 치삼 건조

분말을 2 M trifluoroacetic acid로 산가수분해하고 여과(0.2 µm) 및 희석하여 전처리 한 후 

HPAEC-PAD system (Dionex, USA)을 이용하여 중성단당류 분리· 동정을 실행하였다. 실험

조건은 이동상으로 18 mM NaOH을 사용하였으며, 칼럼은 CarboPac
TM

PA1을 사용하였다.  

 

2-6. 홍해삼 체벽 구조의 조직학적 분석  

 

조직학적 분석은 홍해삼 치삼의 체벽 구조의 변화를 육안으로 확인하기 위하여 실시

되었다. 홍해삼 치삼의 체벽을 절개하여 Boulin’s solution에 24시간 고정한 후 24시간 수

세하였다.  수세된 조직은 탈수과정을 거쳐 파라핀에 포매하여 블록을 제작하였다. 제작

된 블록은 마이크로톰(Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Germany)으로 5 µm 로 박절하여 

hematoxylin-eosin (H&E)염색하여 현미경으로 관찰하였다.  
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2-7. 면역생리학적 분석  

 

면역 활성 분석을 위하여 각 실험군의 홍해삼 치삼은 실험사료 급이 후 10마리씩을 

무작위로 선별하여 실험에 사용하였다. 체강액은 주사기를 이용하여 채취하여 1.5 mL 

tube에 넣고 원심분리기를 이용하여 700 g에서 15분 간 원심분리 후 상층액을 분리하였으

며 채취 후 -70℃에서 동결하고 실험 전까지 보관하였다.  

 

2-7-1. 단백질량 변화 

홍해삼 치삼의 체강액 내 단백질 함량은 Lowry et al. (1952)의 방법에 따라 측정되었으

며, bovin serum albumin (BSA, Sigma aldrich, St. Louis)을 사용하여 표준 검량선을 그린 후 

750 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. 

 

2-7-2. Lysozyme activity 변화 분석  

 Lysozyme 활성은 체강액을 15 μL씩 96 well plate에 분주한 후, 150 μL Micrococcus 

lysodeikticus solution (0.2 mg/mL, 0.1M PBS, pH=6.8)을 넣고 25℃ 에서 5 분간 반응 후 450 

nm에서 흡광도를 측정 하고, 다시 5분 간 반응 시킨 뒤 동일한 파장에서 측정하여 전 

후의 흡광도 차를 비교하여 측정하였다. 

 

2-7-3. Penoloxydase activity 변화 분석 

Penoloxydase (PO) 활성은 Ashida and Dohke (1980)의 방법을 응용하여 측정하였다. 96 

well plate에 체강액 15 μL와 phospate buffer (pH 6.0) 150 μL를 넣은 후 25℃ 에서 10분 동안 

반응시킨 후 490 nm에서 흡광도를 측정하고 5분 후에 동일한 파장에서 재 측정한 후 전

후 값을 비교하여 사용하였다. 각 효소의 활성 단위는 흡광도의 차이를 환산하여 효소의 

양을 정량하였다. 
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2-8. 통계처리 

결과의 통계처리는 SPSS version 12 (SPSS Inc., New York)를 활용하여 One-way ANOVA- 

test 로 통계 분석되었으며 데이터 값의 평균 유의차는 Duncan’s multiple test 사후분석을 

통해 P<0.05에서 각 그룹 간 유의성을 판단하였다. 
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3. 결론  

 

3-1. 성장도 평가 

 

본 연구에서는 프로바이오틱스와 레반의 혼합 급이가 홍해삼 치삼의 성장과 생존증진

에 도움을 주는지 확인하기 위하여 신바이오틱스 면역증강사료첨가제를 제작하여 급이 

후 4주 간격으로 12주 간 생존율과 성장률을 측정하였다 

성장률 조사에서는 각 실험군의 초기무게는 2.4 ± 0.1 g로 유사하였으나, 최종무게는 

CD군 4.6 ± 0.5 g 및 ND군 5.3 ± 0.62 g이었으며, ID군의 경우 6.1 ± 0.53 g으로 유의적으로 

높게 성장하였다(Fig. 1, P<0.05).  

증체율은 실험시작 시에는 모든 실험군이 유사하게 2.4 ± 0.1 g 이었으나 CD군의 경우 

12주 후 91.67 ± 17.2%, ND군의 경우 118.75 ± 35.2% 및 ID군은 155.6 ± 31.7%으로 증가하

였다(Tab. 3, P<0.05). 일간 성장률 역시 CD군은 0.21 ± 0.03%, ND군은 0.27 ± 0.08% 그리고 

ID군은 0.34 ± 0.05%로 ID군이 성장률, 증체율 및 일간성장률에서 모두 유의적으로 높은 

성장을 나타내었다(Tab. 3, P<0.05). 

 

Table 3. Growth performance of the juvenile red type sea cucumber 

(Apostichopus japonicus) after 12 weeks .  
 

  CD ND ID 

Initial weight (g/fish)
1
 2.4 ± 0.1

 a
 2.4 ± 0.17

 a
 2.4 ± 0.13

 a
 

Final weight (g/fish)
 1
 4.6 ± 0.5

 a
 5.3 ± 0.62

 b
 6.1 ± 0.53

 c
 

Weight gain (%)
2
 91.6 ± 17.2

 a
 118.8 ± 35.2

 b
 156.0 ± 31.7

 c
 

Specific growth rate (%)
3
 0.21 ± 0.03

 a
 0.27 ± 0.08

 b
 0.34 ± 0.05

 c
 

1Standard weight = total weight (g)/ fish. 

2Specific growth rate (%) = (loge final wt-loge initial wt)/days. 

3Weight gain (%) = (final weight-initial weight)*100 /initial weight.  

CD=common diet. ND= nutrition diet. ID= immunity diet.  
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Figure 1. Body weight of the juvenile red type sea cucumber (Apostichopus 

japonicus) experimental diet fed after 12 weeks. Experimental groups: 

common diet (CD), nutrition diet (ND) and immunity diet (ID). 
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3-2. 생존율 평가  

 

본 연구에서는 프로바이오틱스와 레반의 혼합 급이가 홍해삼 치삼의 성장과 생존증진

에 도움을 주는지 확인하기 위하여 신바이오틱스 면역증강사료첨가제를 제작하여 급이 

후 4주 간격으로 12주 간 생존율과 성장률을 측정하였다. 생존율 실험 결과 CD군은 

73.1%, ND군은 70.9% 및 ID군은 76.9%가 생존하였으며 ID군에서 가장 높은 생존율을 나

타내었다(Fig. 2, P<0.05).  

 

 

Figure 2. Survival rate of the juvenile red type sea cucumber (Apostichopus 

japonicus) experimental diet fed after 12 weeks. Experimental groups: 

common diet (CD), nutrition diet (ND) and immunity diet (ID). 
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3-3. 체내 단당류 분석  

 

홍해삼에는 다당류가 많이 함유되어 있는 것으로 알려졌으며(Mourão et al., 1996; Yu et 

al., 2015), 실험에 사용된 레반이 체내 단당류성분에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 

홍해삼 치삼을 동결 건조하여 체벽 내에 존재하는 fructose와 glucose의 함량을 분석하였

다. Fructose 분석결과 CD군은 8.84 ± 1.35 mg/100 mL, ND군은 8.06 ± 2.07 mg/100 mL 및 ID

군은 9.25 ± 3.14 mg/100 mL로 측정되었다(Fig. 3A). Glucose 분석결과 CD군은 9.20±2.0 

mg/100 mL, ND군은 8.21±0.95 mg/100 mL 및 ID군은 10.04±1.85 mg/100 mL로 나타났다(Fig. 

3B).  



 

17 

 

 

Figure 3. Concentration of (A) fructoseand and (B) glucose in the body 

wall of the juvenile red type sea cucumber (Apostichopus japonicus). 

Experimental groups: common diet (CD), nutrition diet (ND) and 

immunity diet (ID). 
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3-4. 홍해삼 체벽 구조의 조직학적 분석  

 

실험에 사용된 면역첨가제에 함유된 레반이 홍해삼 치삼의 체벽 조성에 직접적인 영

향을 미치는지 확인하기 위하여 조직학적 방법으로 염색하여 확인하였으나, 각 그룹간의 

차이는 나타나지 않았다(Fig.4).  

 

 

 

 

Figure 4. Histological analysis in the body wall of the juvenile red type sea cucumber (Apostichopus 

japonicus). Experimental groups: (A) common diet (CD), (B) nutrition diet (ND) and (C) immunity 

diet (ID). 
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3-5. 사료 섭이에 따른 면역생리학적 분석  

 

3-5-1. 단백질량 변화 

 

레반을 섭이한 홍해삼 치삼의 면역 활성을 확인하기 위하여 체강액 내 단백질 함량, 

lysozyme 및 PO 활성을 측정하였다. 체강액 내의 단백질 측정결과 CD군은 56.0 ± 10 

mg/mL, ND군은 66.1 ± 24 mg/mL 및 ID군은 66.5 ± 19 mg/mL로 나타났으며(Fig. 5), CD군에 

비하여 ND군과 ID군에서 높아지는 경향성을 보였으나 유의성 있는 차이는 나타나지 않

았다(Fig. 5, P>0.05).  

 

 

Figure 5. Protein level in coelomic fluid of the juvenile red type sea 

cucumber (Apostichopus japonicus). Experimental groups: common diet 

(CD), nutrition diet (ND) and immunity diet (ID).  
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3-5-2. Lysozyme activity 변화 분석  

 

홍해삼 치삼 체강액 내의 lysozyme 활성 실험 결과 CD군은 29.54 ± 9.2 U/mg, ND군은 

49.52 ± 7.2 U/mg, ID군은 14.09 ± 3.2 U/mg으로 ID군에서 유의적으로 낮은 수치를 나타내었

다(Fig.6, P<0.05).  

 

 

Figure 6. Lysozyme activity in coelomic fluid of the juvenile red type sea 

cucumber (Apostichopus japonicus). Experimental groups: common diet 

(CD), nutrition diet (ND) and immunity diet (ID).  
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3-5-3. Penoloxydase (PO) activity 변화 분석 

 

PO 활성을 측정한 결과, CD군에서 14.7 ± 6.5 U/mg, ND군은 17.2 ± 8.0 U/mg 및 ID군은 

16.2±3.8 U/mg로 CD군에 비하여 ND군과 ID군에서 약간의 차이는 나타났으나 유의적인 

차이는 없었다(Fig. 7, P>0.05).  

 

 

Figure 7. Penoloxydase activity in coelomic fluid of the juvenile red type 

sea cucumber (Apostichopus japonicus). Experimental groups: common 

diet (CD), nutrition diet (ND) and immunity diet (ID).  
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4. 고찰 

 

본 연구에서는 양식어가에서 일반적으로 사용되고 있는 일반 해삼사료(common diet, 

CD)에 해삼용 영양제 (nutrition diet, ND) 배합사료 및 및 면역증강사료첨가제 배합사료

(immunity diet, ID)를 12주간 홍해삼 치삼 에게 급이한 후 성장률, 생존율 및 생리 활성을 

각각 비교분석 하였다. 해삼은 소화율이 낮은 것으로 알려졌으며 해삼사료의 주 원료로 

사용되는 미세조류 및 해조류는 해삼이 소화하기 어려워 해삼이 고루 성장하지 못하는 

문제점이 있는 것으로 보고되었다(Xia et al., 2012; Shi et al., 2013). 해삼과 같이 주로 해조

류를 섭이하는 전복(Haliotis midae)에게 프로바이오틱스를 사용 하였을 경우 해조류의 소

화를 도와 성장을 증진시키는 것으로 알려졌는데, 이것은 프로바이오틱스가 해조류의 복

잡한 다당류 성분을 빠르게 흡수가능 한 작은 단위로 가수분해 해주는 역할을 하기 때문

으로 보고되었다(Erasmus et al., 1997; Ten Doeschate and Coyne, 2008; A. Newaj-Fyzul, 2014). 그 

뿐만 아니라, 신바이오틱스를 양식 대상의 먹이에 혼합하여 급이한 경우 프로바이오틱스 

단일 제제만을 사용한 실험군에 비하여 성장과 소화력을 더욱 높여주는 결과가 보고되었

다(Gibson and Roberfroid, 1995;Kontula et al., 1999; Saarela et al., 2003; Gu et al., 2011; 

Boonanuntanasarn et al., 2015).  

이와 마찬가지로, 본 연구에서도 신바이오틱스를 사용한 ID군에서 성장률 및 생존율

이 모두 높게 관찰되었으며, 이는 레반이 프로바이오틱스의 활성을 증진시키는 것을 돕

고 이를 통하여 스피루리나와 해조류 분말과 같은 섬유성 물질의 장내 소화와 흡수에 기

인했기 때문이라고 여겨진다. 홍해삼 치삼에게 신바이오틱스 면역증강사료첨가제를 첨가

하여 급이하게 되면 생존율과 성장률을 높여줄 것으로 판단된다.   

또한 각 실험군 별로 측정 된 홍해삼 치삼의 체벽 내 fructose와 glucose의 함량은 유

의적인 차이는 나타내지 않았지만, ID군에서 다소 높은 함량 차이를 나타내었다. 이러한 

결과는 홍해삼 치삼 체벽 내의 fructose와 glucose의 함량이 기본적으로 높기 때문에 모든 
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실험군의 fructose와 glucose의 체내 함량이 크게 차이를 나타내지 않은 것으로 보이며, 치

삼의 초기 양성 시 같은 그룹 내에서도 개체 간의 편차가 크기 때문에 각 그룹 간 유의

한 차이가 나타나지 않은 것으로 판단 된다(P>0.05). 일반적으로 레반을 섭이하였을 경우 

혈장 내의 레반 함량이 올라 감으로서 fructose및 glucose 함량이 증가하는 것으로 알려져 

있으나(Rairakhwada et al., 2007; Rehm, 2009), 본 연구결과에서 ID군에서 다소 높은 fructose

및 glucose 함량을 나타낸 것은 장내에서 체벽으로 흡수되는 양이 미미하여도 체내 성분

에 영향을 미친 것으로 추정된다. 이러한 레반의 급이와 홍해삼 치삼 체내의 단당류 변

화에 대한 상관관계는 성장의 편차가 적어지는 시기인 중간양성시기의 홍해삼을 대상으

로 추가적인 실험이 진행되면 보다 명확하게 밝혀질 것으로 기대된다. 

한편, 해삼과 같은 극피동물의 체강액은 체강소체(coelomocytes) 및 그 외의 효소가 혼

합된 액체로 이루어져 있으며, 초기 면역 활성을 수행하는 것으로 알려져 있다(Glinski 

and Jarosz., 2000; Ramírez-Gómez et al.,2010). 해삼의 체강액 내 단백질에는 다양한 면역 요

소들이 존재하며, 혈구를 제외한 체강액에서 보체 C3, antimicrobial peptides, toll-like 

receptors, lectin, PO 및 lysozyme 활성 등의 면역을 유발하는 효소들이 확인되었다(Jiang et 

al., 2014; Xue et al., 2015). 이와 같은 연구들로부터 체강액 내 단백질 증가는 비특이적 면

역반응과 연관이 있을 것으로 추정되나, 본 연구결과, 각 그룹 간의 단백질 변화에는 유

의한 차이가 나타나지 않았다. 그러나, 각 실험군의 체강액 내 단백질 함량이 유의적으로 

증가하지는 않았지만(P>0.05), ND군과 ID군에서 다소의 높은 수치를 나타낸 것은 이러한 

비특이적 면역 활성과 관계 및 생존율과 연관이 있을 것으로 여겨진다. 

Lysozyme은 점액 및 눈물 등에 포함된 선천면역 효소 중 하나로서 병원성 미생물에 

대항하기 위한 초기 면역요소이며 무척추동물의 비특이적 면역시스템에서 중요한 역할을 

수행한다(Saurabh and Sahoo, 2008; Nayak, 2010). 해삼은 수온이나 염분 스트레스가 있을 경

우에 lysozyme 활성이 증가되며(Wang et al., 2008), 면역증강사료첨가제에 첨가된 레반을 

섭이하였을 경우 체강액 내 lysozyme 활성 및 기타 비특이적 면역이 증가되는 것으로 보
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고 되었다(Rairakhwada et al., 2007; Dahech et al., 2011; Xue et al., 2015). 그러나 본 연구에서

는 면역증강사료첨가제 배합사료를 급이한 ID군이 가장 좋은 성장률과 생존율을 나타냈

음에도 불구하고, 12주 후 측정된 lysozyme 활성은 유의적으로 낮은 수치를 나타내었다

(P<0.05). 이러한 결과는 기존에 보고된 연구와 동일한 결과로써, 이전의 연구에서는 면

역증강사료첨가제에 의한 lysozyme 활성이 초기에 증가하였다가 지속적인 면역 자극이 

오지 않는 경우에는 시간이 지날수록 체내에서 안정화 되는 현상을 나타내는 것으로 추

정하고 있다. Ma et al. (2013)의 연구에서 역시 본 연구 결과와 유사하게 실험 시 사용한 

프로바이오틱스의 농도에 따라 lysozyme 활성이 농도의존적으로 변화하지만, 지속적인 

면역 활성을 측정한 결과 어느 정도 시간이 지난 후에는 오히려 초기보다 활성이 낮아지

는 결과를 나타내었다. 또한, Wang et al.(2014)의 연구에서도 면역증강물질을 해삼에게 급

이 했을 경우에 lysozyme 활성이 증가되는 것으로 나타났으나, 지속적인 lysozyme 활성의 

증가는 어렵다고 하였으며, 이는 체강액 내의 렉틴과 같은 비세포성 면역 활성 시스템의 

증가와 관련이 있는 것으로 나타났다. 따라서 본 실험에서 ID군에서 장기간의 사육에 따

라 lysozyme 활성이 낮은 수치를 나타낸 결과와 ID군에서 높은 생존율과 성장률을 보인 

결과를 종합하여 보면, ID군의 낮은 수치의 lysozyme 활성은 홍해삼 치삼의 사육 안정화

에 따른 결과로 보인다. 따라서 추후 외부스트레스 자극에 의한 lysozyme 활성변화 등의 

연구를 통하여 경시적인 변화를 분석하게 되면 보다 정확한 상관관계를 파악할 수 있을 

것으로 기대된다. 

PO 활성은 해삼의 면역 활성에서 중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져 있으며 

lysozyme 활성과 마찬가지로 주로 체강액 내에서 발견된다(Jiang et al., 2014). Magnadóttir et 

al. (2006)에 의하면 일반적으로 PO 활성과 같은 혈장 내의 anti-protease 활성은 α1-

antiprotease, α2-antiprotease및 α2-macrogloblobulin에 의하여 활성화 되지만, 이러한 효소들은 

일반적으로 세균이 침입 하였을 때만 응답하는 효소들로서 PO 활성을 위한 전구효소의 

활성은 개체의 감염이나 면역자극에 의해서만 활성화된다고 보고하였다(Magnadóttir et al., 
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2006). 따라서 본 실험에서는 면역자극을 유발하는 요인이 적어 PO 활성이 실험군 간 유

사한 수치를 나타낸 것으로 판단된다.  

실험결과를 요약해보면 생존율과 성장률이 증가한 것은 면역증강사료첨가제에 포함된 

프리바이오틱스인 레반이 프로바이오틱스의 활성을 증가시켰고, 이를 통해 소화율이 증

가됨으로서 스피루리나 및 해조류 분말의 장내 소화와 흡수에 기인하였기 때문으로 판단

된다. 또한 면역활성에서는 단백질 함량 및 PO함량에는 유의적인 차이가 나타나지 않았

으나, lysozyme 활성의 경우 유의적으로 낮은 수치를 나타내었다. 이와 같이 ID군이 가장 

좋은 성장률과 생존율을 나타냈음에도 불구하고 lysozyme 활성 외의 면역활성에서 큰 변

화가 나타나지 않은 것은 시간이 지남에 따라 면역이 안정화되는 현상을 나타내었기 때

문으로 추정된다.   
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Ⅲ. 면역증강사료첨가제를 급이한 홍해삼 치삼의 고수온 및 저염분 환

경에 대한 생리학적 저항력의 변화 

 

1. 서론 

 

해양 환경의 변화는 해양 생물의 생육에 있어 매우 중요한 요소이다(Dong et al,. 2008). 

그 중에서도 수온 또는 염분의 변화는 해양 생물의 생리구조 또는 변화에 영향을 미치는 

주요 요인으로, 그 외의 요소와 복합적으로 작용하여 생물에게 영향을 미치게 된다(Kinne, 

1963).  

최근 지구 온난화에 따라서 점차 해수온이 증가하고 있으며, 장마나 댐의 방류 등으

로 인해서 연안지역에 저염분 현상이 많이 일어나 연근해에 서식하는 해양생물들에게 많

은 영향을 미치고 있다. 특히, 연안 지역은 여름에는 수온이 20 ~ 30℃로 증가하고 장마 

시기에는 염분이 20 ‰ 이하로 떨어지는 등 수온 및 염분의 환경변화가 더욱 크게 일어

나는 것으로 알려졌다(Dong et al., 2008). 국내에서도 매년 연안지역에 해삼 종묘를 방류하

고 있고, 연안 지역에 주로 분포하는 양식장 또한 대부분이 유수식으로 인근해역에서 해

수를 끌어와 사용하기 때문에 이러한 고수온 및 저염분의 환경변화로 인하여 많은 영향

을 받게 된다(Kim et al., 2011) 

일반적으로 해삼의 성장은 주로 10 ~ 20℃ 사이에서 이루어지며 16 ~ 18℃가 가장 적정

수온으로 알려지고 있고(Dong et al., 2006), 해수의 온도가 20℃ 이상이 되면 해삼이 서식

하기에는 고수온으로 분류되어지며, 26℃ 이상이 되면 해삼이 하면(aestivation)을 하는 등 

생태에 큰 영향을 받는 것으로 보고되었다(Ji et al., 2008). 또한 해삼의 최적 염도는 29 ~ 

32 ‰으로 알려졌으나(Tian et al., 2015) 개방형 혈관계를 가지고 있으며 삼투 조절기관이 

없기 때문에 삼투 조절능력이 낮아 주변 염도 변화가 체강액 내 삼투압 변화를 가져오는 
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것으로 보고되었다(Fankboner, 2002; Ruppert and Barnes,1994; Dong et al., 2006). 특히, 해삼이

나 전복과 같이 움직임이 적고 일정지역에서 고착하여 생활하는 생물의 경우에는 환경변

화에 더욱 민감하게 반응하기 때문에(Kim et al., 2006; Park et al., 2013), 급격한 고수온 또는 

저염분의 환경변화는 해삼의 주된 환경스트레스의 원인으로 작용하여 해삼의 성장과 생

리활성 변화에 영향을 미치게 된다(Yang et al., 2005; Dong et al., 2008; Tian et al., 2015).  

이에, 본 연구에서는 면역을 증진시켜주는 것으로 알려진 신바이오틱스 면역사료첨가

제사료를 홍해삼 치삼에게 급이하고, 고수온 또는 저염분 환경과 같은 급격한 환경변화

에 대한 저항력을 생리학적인 연구방법을 통해 확인하였다.  
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2. 재료 및 방법  

 

2-1. 실험동물 및 실험환경  

 

실험동물은 Ⅱ절의 실험과 동일하게 12주간 일반사료인 CD군과 면역사료첨가제가 혼

합된 ID 사료를 섭취한 홍해삼 치삼 중 유사한 크기(4.66 g ± 0.25)로 사용하였다. 환경조

건은 일반 환경(17℃/34‰), 고수온 환경(30℃/ 34‰) 및 저염분 환경(17℃/ 25‰)으로 나누

었다. 각 환경스트레스를 주기 위해 실험을 진행하는 동안 고수온군은 30℃, 저염분 군은 

25‰ 를 유지하였으며, 각 환경에 대한 설정은 선행연구를 참고하여 50% 폐사율을 나타

내는 환경스트레스로 적용하였다(Dong et al., 2008).  

실험군은 일반환경에서의 일반사료실험군(CD) 및 면역첨가제사료실험군(ID) 그리고 

고수온 환경에서의 일반사료실험군 (CD+H) 및 면역첨가제사료실험군(ID+H), 저염분 환

경에서의 일반사료실험군 (CD+S) 및 면역첨가제사료실험군(ID+S)으로 나누어 각각 설정

하였다. 홍해삼 치삼은 각 환경 실험군 당 25마리씩 사용하였으며 검체 채취는 실험을 

시작한 시간을 0시간으로 설정하여 각각 0, 1, 3, 6, 12 및 24시간에 실시되었으며 시간당 

각 실험군당 5마리씩 채취 하였다.   

 

2-2. 환경스트레스에 따른 내장배출 개체수 측정 

 

해삼은 스트레스를 받으면 내장을 배출하는 것으로 알려져 있다(Tian et al., 2015). 고수

온 또는 저염분 환경에서 받는 스트레스 차이를 확인하고자, 각 실험군에서 시간에 따른 

내장 배출 개수를 세어 스트레스 지표로 삼아 누적치로 나타냄으로서 스트레스 지표를 

측정하였다   
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2-3. 환경스트레스에 따른 면역생리학적 분석  

 

환경스트레스에 따른 면역 활성 분석은 Ⅱ절의 2-7절과 동일하게 진행되었다. 분석을 

위하여 각 실험군의 홍해삼 치삼을 10마리씩 무작위로 선별하여 실험에 사용하였다. 체

강액은 주사기를 이용하여 채취하였으며 원심분리기를 이용하여 700 g에서 15분 간 원심

분리 후 상층액을 분리하여 사용하였다.   

 

 

2-3-1. 단백질량 변화 

Ⅱ절의 2-7-1절과 동일하게 Lowry et al. (1952)의 방법에 체강액 내 단백질을 측정하였

다.  

 

2-3-2. Lysozyme activity 변화 분석  

Lysozyme 활성을 Ⅱ절의 2-7-2절과 동일하게 체강액을 사용하여 측정하였다. 

 

2-3-3. Penoloxydase (PO) activity 변화 분석 

Penoloxydase (PO) 활성 역시 Ⅱ절의 2-7-2절과 동일하게 Ashida and Dohke (1980)의 응

용방법을 사용하여 측정하였다.  
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2-4. Lysozyme mRNA 발현량 분석 

 

홍해삼 치삼의 체벽 내 lysozyme mRNA 발현량 분석을 위하여 CD군과 ID군의 일반환

경, 고수온 및 저염분 환경에서의 1시간과 24시간 실험개체의 체벽을 채취하여 

quantitative real-time PCR을 실시하였다.  

Total RNA는 홍해삼 치삼의 체벽 20 mg을 1 mL trizol과 함께 MagNA lyser Instrument 

(Roche, Germany) 분쇄기에서 20초간 분쇄한 후 Trizol 법을 사용하여 추출하였다. cDNA 

합성은 추출된 total RNA와 Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche, USA) 를 사용

하여 합성 하고, 총 20 μL 반응액에 80 μL nuclease-free water를 첨가하여 희석하여 사용하

였다.   

그 후 홍해삼 치삼의 β-actin mRNA (GenBank: EU668024.1)와 lysozyme mRNA (GenBank: 

EF036468.2)에 특이적인 oligonucleotide primer (Tab. 4)를 제작하고 합성한 홍해삼 치삼 체

벽의 cDNA를 사용하여 quantitative real-time PCR을 실시하였다. SYBR (eva green qPCR 

master mix, abm, Canada)과 실시간 유전자 분석기(CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection 

System, Bio red )를 사용하여 각 실험군의 1시간과 24시간의 lysozyme 유전자 발현량을 비

교 분석 하였다.  

 

Table 4. Primer sequences for real-time RT-PCR analysis. 
 

mRNA name Primer Sequences (5’-3’) Product size 

β-actin mRNA 

5’- tcaaccctaaagccaacagg-3’ 

3’- acacaccgtctcctgagtcc-5’ 

150 bp 

Lysozyme mRNA 

5’-gctactggcaggatgctagg-3’ 

3’-taaccctgtacagcccgttc-5’ 

151 bp 
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2-5. 통계처리 

 

결과의 통계처리는 SPSS version 12(SPSS Inc., USA)를 활용하여 One-way ANOVA- test와 

Two-way ANOVA-test로 통계 분석되었으며, 데이터 값의 평균 유의차는 Student-Newman-

Keuls test 사후분석을 통해 P<0.05에서 각 그룹 간 유의성을 판단하였다. 
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3. 결론  

3-1. 환경스트레스에 따른 내장배출 개체수 측정 

홍해삼 치삼이 스트레스 환경에 노출되었을 시 배출하는 내장을 스트레스 지표로서 

계측한 결과, 일반환경과 저염분 환경에서는 내장을 배출하는 개체가 나타나지 않았다

(data not shown). 

그러나 고수온 환경에서는 3시간째부터 내장을 배출하는 개체가 나타났으며, 최종 누

적치는 CD+H군이 10개체, ID+H군이 8개체로 고수온 환경에서 ID+H군이 더 적은 스트레

스를 받는 것으로 판단된다(Fig.8). 

 

Figure 8. The number of individual gastrointestinal tract emissions in the 

juvenile red type sea cucumber (Apostichopus japonicus) on high 

temperature. Experimental groups: common diet + high temperature (CD+H), 

immunity diet + high temperature (ID+H). 
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3-2. 환경스트레스에 따른 면역생리학적 분석  

3-2-1. 단백질량 변화 

고수온 또는 저염분 환경 하에서의 CD군과 ID군의 홍해삼 치삼의 체강액 내 단백질

을 측정한 결과 0시간에는 CD군과 ID군이 유사한 수치를 나타내었고, 일반환경에서는 

모든 시간대에서 유의적인 차이를 나타내지 않았다(Fig.9). 

고수온 환경에서는 일반 사료를 섭이한 CD+H군은 0시간보다 단백질이 감소하였고 1

시간부터 점차 증가하는 경향을 나타냈으나 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 또한 12

시간 및 24시간에는 대부분의 개체가 폐사하거나 피부가 괴사되어 체강액 내 단백질량을 

측정할 수 없었다. 면역증강사료 첨가제를 혼합한 사료를 섭이한 ID+H군 역시 1시간에 

0시간보다 감소하였으며 시간에 따라 점차 증가하는 경향을 나타내었지만 유의적인 차이

는 나타나지 않았다. 24시간에는 대부분의 개체가 폐사하였으며 생존개체 역시 피부가 괴

사되어 데이터를 얻을 수 없었다(Fig. 9A). 저염분 환경에서의 체강액 내 단백질은 모든 

실험군에서 편차는 존재했지만 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다(Fig. 9B). 
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Figure 9. Protein level in coelomic fluid of the juvenile red type sea 

cucumber (Apostichopus japonicus) exposure to (A) high temperature 

and (B) low salinity for 0, 1, 3, 6, 12 and 24 hour. Experimental groups: 

common diet (CD), immunity diet (ID), common diet + high temperature 

(CD+H), immunity diet + high temperature (ID+H) common diet + low 

salinity (CD+S) and immunity diet + low salinity (ID+S).  
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3-2-2. Lysozyme activity 변화 분석  

고수온 또는 저염분 환경 하에서의 체강액 내 lysozyme 변화를 살펴보기 위하여 각 

실험군의 lysozyme 활성을 측정한 결과, 0시간에서는 CD군과 ID군이 유사하게 나타났다. 

일반환경하에서 CD군은 1시간 27.4 ± 1.1 U/mg, 3시간 38.5 ± 3.5 U/mg, 6시간 11.5 ± 0.3 

U/mg, 12시간 5.9 ± 0.1 U/mg 및 24시간 51.5 ±0.1 U/mg.으로 시간에 따라 점차 감소하는 것

으로 나타났으며, ID군 역시 1시간 23.3 ± 1.9 U/mg, 3시간 24.4 ± 2.1 U/mg, 6시간 11.9 ± 0.2 

U/mg, 12시간 14.0 ± 1.2 U/mg 및 24시간 16.9 ± 4.5 U/mg.으로 시간에 따라 유의적으로 감

소하였다(Fig.10, P<0.05). 

고수온 환경에서는 일반환경과 비교하여 모든 실험군에서 시간에 따라 유의적으로 

lysozyme 활성이 낮아지는 것이 확인되었다(P<0.05). CD+H 실험군은 1시간 3.06 ± 1.4 

U/mg, 3시간 27.4 ± 1.1 U/mg 및 6시간 4.2 ± 0.1 U/mg으로 시간 지남에 따라 lysozyme 활성

이 급격하게 감소하였고 12시간 및 24시간은 대부분의 개체가 폐사하거나 피부 괴사되어 

데이터를 측정할 수 없었다. ID+H군 역시 1시간 27.5 ± 0.7 U/mg, 3시간 21.1 ± 1.7 U/mg, 6시

간 7.7 ± 3.0 U/mg으로 시간에 따라 활성이 급격하게 낮아졌으나, CD군과 달리 12시간에도 

생존하는 개체가 있었으며 12시간의 lysozyme 활성은 13.6 ± 0.5 U/mg으로 나타났다. ID+H

군 역시 24시간에는 CD군과 동일하게 대부분의 개체가 폐사하거나 피부가 괴사되는 현

상을 나타냈다. 그러나, 6시간에서 경우 CD군에 비하여 ID군이 유의적으로 높은 lysozyme 

활성을 나타내었으며(P < 0.05), 일반환경과 유의적인 차이를 나타내었다(Fig. 10A, P < 0.05). 

저염분 환경에서 역시 일반환경에 비하여 모든 실험군에서 lysozyme 활성이 낮아지는 

것으로 나타났다(P<0.05). CD+S군과 ID+S군 모두 12시간까지 지속적으로 감소하였다가 

24시간에는 유의적으로 증가하였다(P < 0.05). 또한 1시간에는 CD+S 및 ID+S군 모두 일반

환경에 비하여 감소하였으나, 6시간에는 ID+S군의 활성이 일반환경보다 높아짐을 확인 

할 수 있었다(Fig. 10B, P < 0.05). 
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Figure 10. Lysozyme activity in coelomic fluid of the juvenile red type 

sea cucumber (Apostichopus japonicus) exposure to (A) high temperature 

and (B) low salinity for 0, 1, 3, 6, 12 and 24 hour. Experimental groups: 

common diet (CD), immunity diet (ID), common diet + high temperature 

(CD+H), immunity diet + high temperature (ID+H) common diet + low 

salinity (CD+S) and immunity diet + low salinity (ID+S).  
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3-2-3. Penoloxydase (PO) activity 변화 분석 

각 실험군의 PO 활성을 분석한 결과 0시간에는 CD군과 ID군 모두 동일하게 나타났다. 

일반 환경에서 CD군은 대부분의 시간대에서 유의적인 차이를 나타내지 않았으나 24시간

에 유의적으로 증가하였다(P<0.05). ID군의 경우 역시 지속적으로 유사한 수치를 나타났

으며 시간에 따른 유의적인 차이는 나타나지 않았다(Fig. 11). 

고수온 환경에서는 CD+H군은 3시간까지는 유사한 수치를 나타냈으나, 6시간에는 26.6 

± 1.1 U/mg으로 유의적인 증가가 나타났다(P<0.05). 12시간 및 24시간에는 대부분의 개체

가 폐사하거나 괴사되어 데이터를 얻을 수 없었다. ID+H군의 경우 6시간에 3.3 ± 0.6 U/mg

으로 CD군과 유의적인 차이가 나타났다(P<0.05). 또한, 12시간에는 CD군과는 달리 생존

개체가 존재했고 PO활성은 17.4 ± 0.6 U/mg으로 나타났다. 그러나 ID군에서 역시 24시간

에는 대부분의 개체에서 폐사 및 피부괴사가 나타났다(Fig. 11A, P<0.05). 

저염분 환경에서 CD+S군은 1시간 20.8 ±1.3 U/mg, 3시간 6.7 ±0.3 U/mg, 6시간 26.6 ±3.9 

U/mg, 12시간 40.0 ±2.1 U/mg 및 24시간 16.7 ±1.1 U/mg으로 점차 증가하는 패턴을 나타났

으며, ID+S군은 6시간까지는 감소하다가, 12시간부터는 16.7 ± 0.4 U/mg 및 24시간 20.0 ± 

4.2 U/mg으로 유의적으로 증가하는 패턴을 나타냈다(P<0.05). 또한 1시간에서 일반환경과 

CD군보다 CD+S군의 활성이 유의적으로 증가하였다(Fig. 11B, P<0.05). 
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Figure 11. Phenoloxidase activity (PO) in coelomic fluid of the juvenile 

red type sea cucumber (Apostichopus japonicus) exposure to (A) high 

temperature and (B) low salinity for 0, 1, 3, 6, 12 and 24 hour. 

Experimental groups: common diet (CD), immunity diet (ID), common 

diet + high temperature (CD+H), immunity diet + high temperature 

(ID+H) common diet + low salinity (CD+S) and immunity diet + low 

salinity (ID+S).  
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3-3. 유전학적 분석 

홍해삼 치삼의 체벽 내 lysozyme mRNA를 측정한 결과 일반환경에서는 lysozyme 

mRNA가 1시간에 CD군 1.6 ± 0.7 μg/100 μL 및 ID군 2.7 ± 0.7 μg/100 μL으로 ID군에서 유의

적인 차이를 나타내었다(Fig. 12A, P<0.05). 24시간의 경우 역시 CD군 2.5 ± 1.7 μg/100 μL 

및 ID군 45.3 ± 1.4 μg/100 μL으로 ID군에서 유의적으로 높게 나타났다(Fig. 12D, P<0.05). 

고수온 환경에서는 lysozyme mRNA가1시간에는 CD 11.9 ± 0.1 μg/100 μL 및 ID 33.5 ± 1.6 

μg/100 μL으로 ID군이 높게 나타났으나(Fig. 12B, P<0.05), 24시간 후에는 CD 6.9 ± 0.9 

μg/100 μL, ID 1.8 ± 0.1 μg/100 μL으로 lysozyme 활성이 유의적으로 낮아지는 것을 확인할 

수 있었다(Fig. 12E, P<0.05). 

저염분 환경에서 역시 고수온 환경과 유사하게 1 시간에는 CD 15.8 ± 1.7 μg/100 μL 및 

ID 34.5 ± 1.4 μg/100 μL 으로 ID 군이 유의적으로 높아졌으나(Fig. 12C, P<0.05), 24 시간 CD 

0.9 ± 0.1 μg/100 μL 및 ID 0.2 ± 0.0 μg/100 μL 으로 CD 군의 mRNA 량은 증가하고 ID 군의 

경우 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 12F, P<0.05). 
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Figure 12. Lysozyme mRNA expression on in body wall of the juvenile red type sea cucumber 

(Apostichopus japonicus) for (A~C) 1 hour and (D~F) 24 hour. Experimental groups: common 

diet (CD) and immunity diet (ID). 
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4. 고찰  

 

 

본 연구에서는 홍해삼 치삼의 고수온 또는 저염분 환경 하에서의 환경변화 저항력 및 

면역활성 변화를 측정하기 위해 CD 와 ID 사료를 섭취한 홍해삼 치삼을 대상으로 

환경스트레스 실험을 진행하였다. 홍해삼은 광온성 생물이지만 26℃ 이상의 고수온에는 

취약한 것으로 알려져 있다(Ji et al., 2008). 따라서 고수온 시기인 여름이 되면 해삼은 

체내변화, 수온 상승 및 먹이 부족 등을 대비하기 위한 생존전략으로서 하면을 하게 

된다(Pinder et al., 1992; Land and Bernier, 1995; Abe, 1995; Storey, 2001). 하면은 주로 수온에 

의한 세포성 스트레스에 의한 것으로 보고되었으며(Sørensen et al., 2003; Ji et al., 2008), 

하면 기간 동안 섭이 저하, 체중 저하, 내장 배출 및 생리 활성 저하 등을 동반하는 

것으로 알려져 있다(Sloan, 1984; Li et al., 1996, 2002; Liu et al., 1996; Yang et al., 2005). 이에 

홍해삼 치삼의 스트레스 지표로서 각 환경스트레스 하에서 내장배출 정도를 측정해 본 

결과, 일반 환경이나 저염분 환경에서는 내장배출이 나타나지 않았으나 고수온 환경에서 

내장배출개체가 나타났다. 또한 CD 군에서 ID 군에 비하여 더 많은 내장배출이 나타났다. 

따라서 홍해삼 치삼은 고수온 환경에 더욱 스트레스를 받는 것으로 추정되며, 동일한 

고수온 스트레스를 받았을 경우 상대적으로 내장배출 개체수가 적었던 ID 군이 CD 군에 

비하여 더 적은 스트레스를 받은 것으로 판단된다.  

체강액 내 단백질 량 측정결과 각 그룹에서 유의적인 차이는 나타나지 않았지만, 

고수온 실험군의 경우 1 시간과 3 시간째에 저염분 환경이나 일반환경에 비하여 낮은 

수치를 나타내었다. Wang et al. (2008)은 홍해삼의 하면에 관련된 연구를 진행하였고, 

고수온기인 7~9 월 사이에 총 체강액 내 혈구수가 감소하며 이는 체강소체의 죽음과 

관련이 있다고 보고하였다. 따라서 고수온 또는 저염분 환경에서 홍해삼 치삼의 체강액 

내 단백질이 일반환경에 비하여 낮게 나타난 것은 체강소체의 죽음과 관련이 있으며, 
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이러한 체강액 내 단백질량 저하가 해삼의 주요 면역기능을 수행하는 체강소체의 죽음에 

의하여 비특이적 면역의 저하 등의 영향을 미칠 것으로 판단된다.  

Lysozyme 활성의 경우 모든 실험군에서 시간에 따라 점차 감소하는 패턴을 

나타냈으며 고수온과 저염분 환경의 경우 일반 환경에 비하여 유의적으로 낮은 활성을 

나타냈으나(P<0.05), ID 군이 CD 군에 비하여 안정적인 활성을 나타냄을 확인하였다. 

PO 활성의 경우, 고수온과 저염분 환경에서는 PO 활성이 6 시간에 감소하는 경향을 

나타내었지만 각 실험군간 유의적인 차이는 나타내지 않았다. 선행 연구에 따르면 

수온스트레스를 해삼에게 주었을 때 16℃에서 24℃까지는 수온증가에 따라 lysozyme 

활성이 증가하였으나, 32℃ 이상의 환경에서는 본 연구와 유사하게 lysozyme 활성이 

시간이 지남에 따라 급격하게 감소함이 나타났으며, PO 활성에는 큰 변화가 나타나지 

않았다. 그러나 12 시간에는 실험군의 50%가 폐사한 것으로 보고되었다(Wang et al., 2008; 

Tian et al., 2015). 이에, 본 연구에도 선행연구에 따라 50%의 폐사율을 나타낸 30℃를 

고수온 환경에 사용하였다(Dong et al., 2008). 그러나 본 연구에서는 더 피부가 무른 

홍해삼 치삼을 사용하였기 때문에, 고수온 환경하에서 환경 저항력이 많이 떨어져 

실험시작 후 12 시간부터 많은 폐사와 피부괴사가 일어난 것으로 판단된다. 저염분 

환경에서는 고수온 환경과 마찬가지로 1 시간과 6 시간에 lysozyme 활성이 감소하는 

경향을 나타내었으나(P<0.05), 일정한 패턴을 나타내지 않았다. 해삼은 개방형 혈관계를 

가지고 있고 삼투 조절능력이 낮아 염도변화에 따라 해삼의 체강액 삼투압은 변화를 

하게 되며, 저염분 환경에서 해삼의 체강액의 삼투압은 6 시간 이상이 지나면 안정화 

된다고 알려져 있다(Fankboner, 2002; Binyon, 1972; Hyman, 1955; Ruppert and Barnes, 1994). 

따라서 저염분 환경에서 lysozyme 활성이 24 시간에 점차 증가하는 것은 체내 활성을 

안정화시키려는 노력으로 판단되며, lysozyme 활성이 고수온 또는 저염분 자극에 의하여 

자극에 의해 증가되는 것으로 알려져 있음에도, CD 군에 비하여 ID 군에서 증가하지 않은 

것은 lysozyme 활성이 염분 자극에 큰 영향을 받지 않았기 때문으로 판단된다. 
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해삼과 같은 무척추 동물은 주요 면역시스템으로서 선천면역을 사용하는 것으로 

알려져 있다. 근육과 체벽은 해삼의 방어시스템의 첫번째 라인으로 lysozyme 과 같은 

효소를 포함하고 있으며, lysozyme 활성은 선천면역 중에서도 병원균에 가장 먼저 

반응하는 효소성 면역이다. Lysozyme mRNA 는 해삼의 모든 조직에서 검출되며 장과 

촉수 및 호흡수에서는 적게 검출되는 것으로 보고되었다(Tian et al., 2015). 

본 연구에서 홍해삼 치삼의 체벽에서 lysozyme mRNA 발현량을 측정한 결과 일반 

환경에서는 1 시간과 24 시간 모두 ID 군의 lysozyme mRNA 발현량이 유의적으로 높은 

것을 확인할 수 있었다. 그러나 고수온 또는 저염분 환경의 경우 1 시간째에는 ID 군이 

유의적으로 높게 발현되었으나 24 시간 후에는 낮게 나타났다. Tian et al. (2015)의 연구에 

따르면 저염분 환경 하의 홍해삼 치삼 체강액에서 12 시간째에 down-regulation 이 

나타났다가 다시 증가하는 경향을 보였는데, 본 연구에서도 이와 유사한 패턴을 

나타내는 것을 확인할 수 있었다.  

상기와 같은 결과로 미루어 보았을 때, 고수온 환경은 홍해삼 치삼에게 가장 큰 

스트레스를 주는 요인으로 판단되며, 저염분 환경은 고수온 환경에 비하여 적은 

스트레스를 받는 것으로 보이나 장기적인 영향을 받았을 경우 악영향을 미칠 것으로 

여겨진다. 또한, 고수온과 같이 홍해삼 치삼에게 급격한 스트레스와 반응을 유발하는 

환경 하에서 면역증강사료첨가제 섭이가 급격한 수온변화에 대한 생리학적 완충역할에 

도움을 줄 수 있을 것으로 판단되며, 저염분 환경스트레스의 경우에는 장기적인 섭이를 

통해 면역 증강을 도모할 수 있으리라 판단된다. 따라서 홍해삼의 면역증강사료첨가제 

섭취가 고수온 저염분 등 급작스러운 환경변화에 대한 저항력에 긍정적인 영향을 미치는 

것으로 여겨진다. 
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Ⅳ. 종합고찰   

본 연구에서는 홍해삼 치삼의 성장 및 면역을 증가시키기 위하여 스피루리나와 레반 

및 프로바이오틱스를 혼합하여 면역증강사료첨가제를 제작하여 홍해삼 치삼에게 

급이하고 성장 및 환경저항력에 대한 생리학적 변화를 살펴보았다.    

12주간 홍해삼 치삼에게 면역증강사료첨가제를 첨가한 사료를 급이하고 성장률을 확

인한 결과 일반해삼사료에 비하여 64%의 증체율 증가를 나타내었으며 생존율 역시 높게 

나타났다. 선행 연구에서 신바이오틱스를 양식 대상에 급이하였을 경우 프로바이오틱스

만을 급이한 실험군에 비하여 성장을 높여준다고 보고되었으며(Gibson and Roberfroid, 

1995; Kontula et al., 1999; Saarela et al., 2003; Gu et al., 2011; Boonanuntanasarn et al., 2015), 본 

실험결과 역시 신바이오틱스 면역증강사료첨가제를 섭취한 실험군에서 높은 생존율과 성

장률을 나타내었다. 이러한 결과는 프리바이오틱스인 레반이 프로바이오틱스의 활성을 

증가시키고 이를 통해 홍해삼 치삼의 사료에 혼합된 스피루리나 및 해조류성 성분의 소

화율을 높여주었기 때문으로 판단된다.  

고수온과 저염분은 해양생물에게 중요한 환경적 요소이며, 해삼의 생리적 활성은 

다른 생물들과 마찬가지로 온도 의존적이며 온도증가에 따라 면역관련 효소들의 활성이 

증가된다고 알려져 있다(Coteur et al., 2004; Wang et al., 2008). 또한 해삼은 삼투 조절기관이 

없기 때문에 삼투압 변화에 따라 체강액 내 삼투압에 영향을 미치는 것으로 

보고되었다(Dong et al,. 2008). 따라서 수온 및 염분 변화는 해삼의 섭이와 행동 등의 

생태학적 변화에서부터 체강액 내 생리변화까지 영향을 미치게 된다 (Coteur et al., 2004; 

Wang et al., 2008; Tian et al,. 2015).  

해삼은 스트레스를 받으면 내장을 배출하는 것으로 알려져 있으며, 고수온과 저염분 

과 같은 급격한 환경변화에 노출되는 경우 극심한 스트레스를 받기 때문에 내장을 배출

하는 것으로 알려졌다(Tian et al., 2015). 고수온과 저염분 환경에서 면역증강사료첨가제를 
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급이한 홍해삼 치삼의 면역활성 및 스트레스지표를 측정한 결과, 실험 시 저염분 환경에

서의 홍해삼 치삼은 몸을 수축하는 행동을 보여 저염분 스트레스를 받는 것으로 확인되

었지만 폐사는 나타나지 않았다. 반면 고수온 환경의 경우 내장을 뱉거나 피부가 괴사되

는 등의 스트레스 반응을 나타내었다. 또한 CD군에서 ID군에 비하여 더 많은 내장 배출

을 보여, ID군이 고수온 환경에서 더 적은 스트레스 받은 것으로 판단된다. 또한, 고수온

과 저염분 환경에서의 면역을 측정한 결과, lysozyme 활성이 환경스트레스를 받으면 시간

이 지남에 따라 점차 감소하는 것으로 나타났다. 체강액 내 단백질량과 PO활성의 경우 

동일하게 환경스트레스에 의해 낮아지는 패턴을 보였으나, 유의적인 차이는 나타나지 않

았다.  

해삼과 같은 극피동물의 면역은 주로 비특이적 선천면역이며 주요 면역 방어는 세포

나 비세포성 체액면역에 의해 일어난다고 알려져 있다. 그러나 해삼의 경우 다른 무척추

동물에 비하여 이러한 면역 기능과 면역시스템에 대하여 잘 알려지지 않은 상태이다

(Wang et al., 2008). 선행연구에서 본 연구결과와 유사하게 해삼에게 환경스트레스를 주었

을 때 체강액 내의 체강소체의 수는 줄어드는 반면, 그 외의 비세포성면역의 경우 증가

하는 것을 확인하였는데, 이것은 체내 세포성 면역 활성의 변화를 보완하기 위해 상대적

으로 에너지가 적게 들어가는 비세포성면역 면역활성이 증가되는 것이라 하였다(Fellowes 

and Godfray, 2000; Moret and Schmid-Hempel, 2000; Poulsen et al., 2002; Wang et al., 2008). 따라

서 체강액 내 면역활성 감소는 비세포성 면역과 동조하는 것으로 판단된다.  

또한, 고수온과 저염분은 해삼의 성장을 저해한다고 보고되었으며, 하면 시기에는 

장관배출 및 금식과 활동 저하와 같은 변화를 나타내고 사망하지 않더라도 최소 

5~50%의 체중감소가 유발된다고 하였다(Dong et al., 2007). 또한 같은 환경변화에 

있어서도 개체의 크기에 따라 반응하는 정도가 다르다고 보고되었다(Tian et al., 2015; 

Yang et al., 2005). 본 연구의 경우 선행연구와 다르게 청해삼에 비하여 상대적으로 체벽이 

얇은 홍해삼 치삼을 사용하였기 때문에, 환경변화에 따른 조절능력이 낮아 체강액 내 



 

46 

 

삼투압 변화가 있었을 것으로 판단된다. 따라서 성장을 마친 홍해삼을 이용하여 동일한 

실험을 진행하게 되면 면역증강사료첨가제와 해삼의 비특이적 면역의 상관관계를 파악할 

수 있을 것이라 사료된다. 또한 청해삼의 비특이적 면역반응인 lysozyme 활성과 PO 는 

많이 연구되고 있으나, 아직 그 매커니즘이나 기능이 정확히 밝혀지지 않았다. 따라서 

청해삼의 연구방법을 홍해삼에게 직접 적용하기에는 형태적 차이가 있어 어렵다고 

생각되며, 홍해삼의 생리기능을 연구하기 위하여 홍해삼에 적합한 연구방법을 찾는 것이 

필요하다고 판단된다. 

이상의 연구의 결과를 종합 해보면, 면역증강사료첨가제 급이를 통해 홍해삼 치삼의 

증체율, 일간 성장률 및 생존율이 증가됨을 확인하였으며, 면역 활성의 경우 일반 환경에

서는 안정화 되는 경향을 나타내었으나 고수온과 저염분과 같은 급작스러운 환경변화에

서는 완충역할을 도와 안정적인 저항력을 나타내었다. 따라서 본 연구에서 개발된 면역

증강사료첨가제가 성장증대와 급격한 환경변화에 있어 홍해삼 치삼의 성장과 생리활성에 

긍정적인 영향을 미쳐 양식어가에 도움을 줄 수 있을 것으로 여겨진다. 
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Ⅴ. 요약  

본 연구에서는 스피루리나, 프로바이오틱스 및 레반을 혼합한 신바이오틱 면역증강사

료첨가제를 제작하며 12주간 급이한 홍해삼 치삼의 성장과 생리활성 및 환경변화에 따른 

생리활성 변화를 측정하였다. 실험결과 면역증강사료첨가제(ID) 섭취를 통해 홍해삼 치삼

의 증체율, 일간 성장률 및 생존율이 증가됨을 확인하였으며 면역 활성의 경우 안정화 

되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 면역증강사료첨가제의 섭취가 고수온 저염분 등 급작

스러운 환경변화에 대한 저항력에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 판단된다.  

또한 본 연구를 통하여 홍해삼 치삼의 성장이 사료의 소화율에 따라 많은 영향을 받

기 때문에 성장에 도움이 되면서도 저렴한 조류성 분말을 최대한으로 배합하면서 적절하

게 기능성 물질을 섞어 소화율을 올릴 수 있도록 하는 것은 홍해삼 치삼의 양식에 있어 

매우 중요하다고 사료된다. 또한 본 연구가 추후 국내산 홍해삼 사료첨가제 개발과 홍해

삼 양식에 크게 이바지할 것으로 여겨진다.  
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다. 또한, 바쁘신 와중에도 논문이 좀 더 나은 방향으로 나아갈 수 있도록 검토 및 심사

해주신 이승헌 교수님, 정준범 교수님, 허문수교수님, 그리고 학부 때부터 많은 관심과 

도움주신 해양생명과학과 교수님들께 진심으로 감사 드립니다. 

 그리고, 실험실에서 동고동락하며 지낸 실험실 원들에게도 감사를 전하고 싶습니다. 석

사 2년간 꼭 붙어 다녀 이제는 자매 같은 혜나, 언제나 듬직한 천만이, 똘똘이 윤혜, 논

문 시즌에 많은 힘이 되어준 준영이에게도 고마움을 전합니다. 자주 만나지 못하는데도 

언제나 한결같이 멀리서 응원해주고 도움 준 내 친구들 미선이, 현수, 슬기, 한솔이, 지은

이 그리고 파르페 친구들에게도 감사 드립니다. 힘이 들 때 마다 항상 먼저 연락 주시고 

많은 기도와 격려로 도움주신 경갑실 신부님과 김정희 수녀님께도 감사 드립니다. 마지

막으로 부족한 딸을 언제나 자랑스럽게 여겨주시는 사랑하는 우리 엄마, 수련하고 공부

하느라 힘든 와중에도 물심양면으로 도와 준 내 동생들 선이와 승민이에게 감사와 사랑

을 전합니다. 지친 마음에 위안을 주던 마롱이와 블랑이에게도 사랑을 전합니다.  

아마 지면을 통해 이 고마움을 표시하기엔 너무도 부족하다고 생각이 듭니다. 많은 분

들의 도움이 있었기에, 제가 여기까지 올 수 있었던 것 같습니다. 진심으로 고개 숙여 감

사드립니다. 앞으로 더 노력하고 열심히 정진하여 꿈을 이루는 사람 되도록 하겠습니다.  
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