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Abstract 

Recently, the development of feed additives using natural substances has been actively 

progressed to increase the growth and immunity of cultured fish. The marine diatom Melosira 

numuloides are reported to contain a variety of physiological active substances and are 

available for animal and fish nutrition. Silicon isolated from diatoms is called bio-silica and 

has been extensively studied related to skeleton formation and bone regeneration in terrestrial 

organisms. Objective of this study was to determine the effects of diatom powder and diatom-

derived bio-silica on the growth rate, feed efficiency, survival rate, anti-oxidants, non-specific 

immunity, immune gene expression and the physiological responses of olive flounder 

(Paralichthys olivaceus). 

As a result of feeding with the additives containing 0% (Con), 1% (D1), 2% (D2) and 3% 

(D3) diatoms for 8 weeks, growth rates and feed efficiency rates were significantly increased 

in olive flounder in all diatom groups over the control accompanied with the higher survival 

rates in D1 and D2. The results for anti-oxidant enzyme such as superoxide dismutase (SOD) 

and catalase (CAT) showed no significance difference compared to the control group; hence 

the glutathione (GSH) changes were also did not show a significant difference. The results in 

the non-specific immune activity and lysozyme (LYS) revealed that diatom supplementation 

possess significant effect in a concentration dependent manner while the Myeloperoxidase 

(MPO) showed the highest immune activity. In addition, the supplementation of diatom feed 

additives was found to lower the expression of galectin and c-type lysozyme in the kidney 

suggesting that low immune activity could be occurred due to low pathogen invasion. The 

supplementation of diatom feed additives to the cultured fish was also shown to effective in 

the growth, LYS and MPO immune activities. 

Moreover, bio-silica not added control (Con), bio-silica 1% (BS), Lactobacillus plantarum 
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1% (LP), Lactobacillus sp. 1% added bio-silica 0.5% (BL 0.5), 1% (BL 1) and 1.5% (BL 1.5) 

feed additives were supplied for 8 weeks. As a result, the weight growth rates and feed 

efficiency were highest in BL 0.5 while the survival rate was high in LP, BL 0.5 and BL 1.5 

respectively. The results for the supplementation of bio-silica feed additives in anti-oxidant 

enzyme, SOD showed no significant difference, but in CAT showed a significant difference 

between individuals, and observed that there was no significant difference between the control 

group and the experimental group. In addition, the changes in GSH were found to be low in 

the BL in which bio-silica and Lactobacillus sp. were mixed, and were considered effective in 

stress resistance. In the results for non-specific immune activity, LYS was shown to increase 

in a concentration-dependent manner with the addition of bio-silica, showing the highest 

immune activity in BL 1.5, and MPO showed the highest immune activity higher in BL 1.5 

(added 1.5%). In addition, supplementation of bio-silica feed additives was found to lower the 

expression of galectin, indicating that the chance of pathogen infection in farmed flounders 

was reduced in response to the supplementation of bio-silica feed additives. It was 

hypothesized that high immune activity compared to low galectin occurred due to immune 

activity. In the breeding experiment conducted in the laboratory revealed that the 

supplementation of feed additives (with bio-silica 1.5% added at the farming site showed the 

highest immune activity and the maximum growth effect on intermediate breeding fish. The 

non-specific immune activity was also found to be high. 

Altogether, these results suggest that the addition of 2% of the regulation in the halibut 

resulted in increased growth and immune activity, and in bio-silica, there was no changes in 

the higher value compared to the addition of diatom. Therefore, the addition of M. numuloides 

and bio-silica tested in this study is expected to contribute directly to the fish industry as a feed 

additive that could promotes growth of flatfish and induces birth immunity. However, since, 

bio-silica also has an increased immune system effect, requiring further research to investigate 

the role of silicon in fish.
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국문 요약 

최근 양식 어류의 성장 및 자가 면역 증진을 위해 천연물질을 이용한 사료첨

가제의 개발이 활발히 진행되고 있다. 해양 규조인 Melosira nummuloides는 다양

한 생리활성물질을 함유하고 있어 동물 및 어류 영양에 이용 가능한 자원으로 

보고되어 있으며, 규조에서 분리한 규소는 바이오 실리카로 불리며, 육상 생물을 

대상으로 뼈 재생 등 골격 형성과 관련된 연구가 활발하게 이루어져 있다. 

이에 본 연구에서는 규조 및 규조에서 분리한 바이오 실리카(bio-silica)를 이용

하여 양식 넙치(Paralichthys olivaceus)의 사료첨가제로서의 효능을 평가하기 위해 

넙치의 성장률, 사료효율, 생존율, 항산화, 비특이적 면역, 면역 관련 유전자, 양

식현장 적용 실험을 실시하였다. 

규조가 0% (Con), 1% (D1), 2% (D2) 및 3% (D3) 첨가된 사료를 8주간 공급한 결

과, 넙치 사료 내 규조를 첨가한 모든 실험구에서 대조구에 비해 높은 체중 성장

률 및 사료효율을 나타냈으며, 생존율에 있어서도 D1 및 D2에서 대조구에 비해 

높게 나타냈다. 항산화 활성에서의 규조 사료첨가제 공급은 SOD 및 CAT 변화에 

영향을 미치지 않는 것으로 나타냈으며, GSH 변화는 큰 차이를 나타내지 않은 

것으로 나타냈다. 비특이적 면역인 LYS는 규조 첨가에 따라 농도 의존적으로 증

가되는 것으로 나타냈으며, MPO는 규조 2% 첨가구인 D2에서 면역 활성이 가장 

높게 나타냈다. 또한, 규조 사료첨가제 공급은 신장에서의 galectin 및 c-type 

lysozyme의 발현을 낮추는 것으로 나타나, 낮은 병원체 침입에 따른 낮은 면역 

활성이 일어난 것으로 판단됐다. 양식현장에서의 규조 사료첨가제 공급은 치어의 

성장에 효과적인 것으로 나타냈으며, LYS 및 MPO 면역 활성 또한 높은 것으로 

나타냈다. 
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바이오 실리카가 첨가되지 않은 대조구(Con), 바이오 실리카 1% 단독구(BS), 

유산균 1% 단독구(LP), 유산균 1%에 바이오 실리카가 0.5%(BL 0.5), 1%(BL 1) 및 

1.5%(BL 1.5) 첨가된 사료를 8주간 공급한 결과, BL 0.5에서 체중 성장률 및 사료

효율이 가장 높은 것으로 나타냈으며, LP, BL 0.5 및 BL 1.5에서 높은 생존율을 나

타냈다. 항산화 활성에서의 바이오 실리카 사료첨가제 공급은 SOD 변화에 영향

을 미치지 않는 것으로 나타냈으며, CAT는 개체 간의 차이가 크게 나타나 대조

구와 실험구에서 큰 차이를 나타내지 않은 것으로 판단됐다.. 또한, GSH 변화는 

바이오 실리카와 유산균이 혼합된 BL실험구에서 낮게 나타내어 스트레스 저항에 

효과적인 것으로 판단됐다. 비특이적 면역인 LYS는 바이오 실리카첨가에 따라 

농도 의존적으로 증가하는 것으로 나타내어 BL 1.5에서 가장 높은 면역 활성을 

나타냈으며, MPO에서도 바이오 실리카 1.5% 첨가구인 BL 1.5에서 면역 활성이 

가장 높은 것으로 나타났다. 또한, 바이오 실리카 사료첨가제 공급은 galectin의 

발현을 낮추는 것으로 나타나 바이오 실리카의 사료첨가제에 따른 양식 넙치의 

병원체 감염 기회가 감소한 것으로 판단되며, c-type lysozyme은 바이오 실리카 0.5% 

첨가구인 BL 0.5에서 가장 높은 면역 활성이 나타나 낮은 galectin에 대비한 높은 

면역 활성이 일어난 것으로 판단됐다. 실험실에서 진행한 사육 실험에서 면역 활

성이 가장 높게 나타난 바이오 실리카 1.5% 첨가구를 양식현장에 공급하였으며, 

현장 실험 결과 중간육성어의 성장에 효과적인 것으로 나타냈다. 또한 비특이적 

면역활성인 LYS 및 MPO도 대조구에 비해 높게 나타냈다. 

이상에서와 같이 넙치 양식에 있어서 규조 2%첨가는 성장 및 면역 활성을 높

이는 효과를 나타냈으며, 바이오 실리카에서도 성장 및 면역 활성에 효과는 있었

으나 규조첨가에 비해 높은 수치의 변화는 나타내지 않았다. 따라서 본 연구에서 

실험한 사료 내 규조(M. nummuloides) 및 바이오 실리카(bio-silica)의 첨가는 넙치
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의 성장 촉진 및 선천면역을 유도하는 사료첨가제로서 양식산업에 직접적으로 

기여할 수 있을 것으로 기대되며, 특히 규조를 첨가했을 경우 더 큰 효과를 나타

내는 것으로 판단된다. 그러나 바이오 실리카에서도 면역력 증대 효과를 나타내

어 규소가 어류 체내에서의 미치는 영향에 관한 연구가 추가적으로 필요할 것으

로 여겨진다. 
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제 1장 종합 서론 

어류 양식 자원은 국제 식량 확보를 위한 중요 자원 중 하나이며, 단백질, 오

메가-3, 비타민 A, B, D, 칼슘, 아연, 요오드 및 철과 같은 미네랄을 풍부하게 함유

하고 있다(NRC, 1993; Garcia, 1998; Mok et al., 2008). 어류 섭취는 정신 건강, 심혈관 

질환 및 뇌졸중 예방에 유익한 건강식품으로 여겨지고 있어 전세계적으로 양식 

어류의 소비량이 증가하는 추세이다(FAO, 2020). 

넙치(Paralichthys olivaceus)는 2019년 국내 양식 생산량 37,239톤으로 총 양식 

생산량 중 약 50%를 차지해 한국 양식산업의 대표 어종으로 평가되고 있지만

(KOSIS, 2019), 생산량의 증가에 따라 양식장에서의 폐사율도 상당히 높은 추세로 

나타나고 있다. 양식 넙치의 연간 폐사량은 2016년 8,854톤에서 2018년 9,251톤으

로 해마다 증가하고 있으며, 넙치의 속성장을 위한 과도한 사료 공급 및 밀식이 

주원인으로 보고되어 있다(MIFAFF, 2003; JRI, 2019). 이는 수질 악화를 초래하여 

어류의 면역력 및 내병성 또한 저하시켜, 이에 대처하기 위하여 항생제 및 화학

약품의 사용이 무분별하게 늘어나고 있다(Smith et al., 1994; Kim et al., 2014a). 항생

제의 무분별한 사용은 어류의 약제 내성을 증가시키며(Phearson et al., 1991; Cabello 

et al., 2016), 스트레스로 작용해 어류의 면역력 저하 및 폐사를 유발하여 경제적 

피해를 발생시키는 것으로 보고되어졌다(Barton and Iwama, 1991; Pickering, 1992; JRI, 

2019). 최근에는 이러한 문제를 해결하기 위해 천연물질을 이용한 사료첨가제 개

발 연구가 활발히 진행되고 있으며, 이는 양식 어류의 성장 및 면역을 향상시킬

뿐만아니라 항생제를 대체할 수 있을 것으로 기대되고 있다(Adel et al., 2016; Yu et 

al., 2018; Hoseinifar et al., 2019). 최근에는 해양 천연자원인 클로렐라(Chlorella sp.), 

스피룰리나(Spirulina sp.), 톳(Hizikia sp.), 감태(Ecklonia sp.), 다시마(Laminaria sp.) 및 
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모자반(Sargassum sp.) 등 다양한 자원을 활용하여 넙치 및 돌돔(Oplegnathus 

fasciatus) 등 양식 어류의 성장 및 면역 개선을 위한 사료첨가제의 개발이 활발

하게 이루어지고 있으며(Bai et al., 2001; Kim et al., 2009; Jeon et al., 2013; Teimouri et 

al., 2013; Kim et al., 2014b), 그중 규조류는 Giant tiger prawn (Penaeus monodon) 및 

Nile tilapia (Oreochromis niloticus)의 성장 및 면역능에 개선효과가 있는 것으로 보

고되어져(Khatoon et al., 2009; Ayoub et al., 2019; Saleh et al., 2020) 양식산업에서 성장 

및 면역을 개선할 수 있는 사료첨가제의 소재로써 활용될 수 있을 것으로 추정

된다. 따라서 본 연구에서는 제주 용암해수를 이용하여 다량 배양한 규조류를 이

용하여 규조 및 규조의 주성분인 규소(바이오 실리카)의 양식 넙치 사료첨가제로

서의 효능을 평가하기 위하여, 자체 제작한 사료를 이용하여 8주간 급이 후 성장

률, 사료효율, 생존율, 항산화 활성, 비특이적 면역 분석, 면역 관련 유전자 분석 

및 현장 적용 실험을 실시하였다.   
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제 2장 규조첨가 사료 공급에 따른 넙치의 생리적 변화 

2.1. 서론 

미세조류(microalgae)는 농업, 식품, 의약품, 대체에너지원 및 폐수처리에 이용될 

수 있어 산업적으로 다양한 분야에서 활용할 수 있는 소재이다(Oh et al., 2003; Li et 

al., 2008). 그중 규조류(Bacillariophyceae)는 미세조류 그룹의 식물 플랑크톤 중 

황갈조식물문(Chrysophyta)에 속하며, 바다 및 호수에서 생활, 번식한다(Li et al., 

2014). 규조류는 매년 지구상에서 생산되는 산소의 약 20~50%를 차지하고(Mann, 

1999), 해양에서는 광합성을 통해 생산되는 일차 생산량의 약 40% 이상을 

차지하며(Nelson et al., 1995), 67억톤 이상의 규소를 흡수하는 것으로 알려져 

있다(Treguer et al., 1995). 또한, 규조는 이매패류 및 갑각류의 종자 생산 시 먹이 

생물로 많이 이용되고 있어 산업적으로 매우 중요한 가치를 가지고 있다(Gordon 

et al., 2006; Onitsuka et al., 2007). 특히 사료 내 규조류의 첨가에 의해 pacific red 

snapper (Lutjanus peru) 및 gilthead seabream (Sparus aurata L.)의 성장 및 면역능 개선 

효과가 있는 것으로 보고됐으며(Cerezuela et al., 2012; Reyes-Becerril et al., 2014), 

해양 미세 규조(Navicula sp.)의 경우, 사료 내 단독 첨가보다 유산균을 혼합하여 

첨가하였을 때 어류의 성장 및 면역이 증진되는 것으로 보고됐다(Martha et al., 

2014; Reyes-Becerril et al., 2014). 그중 해양 규조인 Melosira nummuloides는 단가 

불포화 지방산(monounsaturated fatty acids; MUFA), 폴리 불포화 

지방산(polyunsaturated fatty acids; PUFA), docosa hexaenoic acid (DHA) 및 

eicosapentaenoic acid (EPA)을 함유하고 있어 동물 및 어류 영양에 이용 가능한 

자원으로 보고되어졌다(Herber and Elswyk, 1996; Nitsan et al., 1999; Li et al., 2016). 

이처럼 기존의 패류의 사료로만 사용되었던 해양 규조류를 이용한 양식 어류의 

사료첨가제로서의 가능성이 점차 높아지고 있는 실정이다.  
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따라서 본 연구에서는 제주 해양에서 분리 배양한 규조류의 양식 넙치 

사료첨가제로서의 효능을 평가하기 위해 M. nummuloides를 첨가하여 자체 제작한 

사료를 8주간 급이 후 성장률, 사료효율, 생존율, 항산화 활성, 비특이적 면역 

분석, 면역 관련 유전자 분석 및 현장적용 실험을 실시하였다.  
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2.2. 재료 및 방법 

2.2.1. 실험어 및 실험 조건 

본 실험은 제주도 함덕에 위치한 제주대학교 해양과학연구소 내 사육 

수조에서 실시하였으며, 넙치는 약욕 및 2주일간의 순치 기간을 가진 후 개시 

평균 체중 29.79±4.60 g의 개체를 그룹당 320마리씩 무작위로 배치하여 실험에 

사용하였다. 사육 수조는 1.5 × 1.5 × 0.7 m3, 1,100L 용량의 일체형 수조를 

이용하였으며, 실험 기간 모든 수조는 자연 수온 23.81±2.70℃, 염분 32.37±0.45 

psu로 조절되었다.  
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2.2.2 . 실험사료 및 공급 

실험에 사용된 규조(M. nummuloides)는 어업회사법인 ㈜제이앤씨에서 제공받아 

실험에 사용되었다. 실험에 사용한 M. nummuloides의 일반성분조성은 조회분 

59.24%, 조단백질 18.87%, 수분 6.26%, 조섬유 1.77% 및 조지방 

1.03%이었으며(Data not shown), 이를 기초로 하여 규조 함량이 0% (대조구), 1%, 2% 

및 3% (D1, D2 및 D3)로 첨가된 4개의 실험 사료를 제작하였다(Table 1). 

규조는 피각이 규소로 이루어져 소화에 어려움이 있을 가능성이 있어 사료의 

소화흡수율을 높이기 위하여 유산균(Lactobacillus plantarum) 1%를 첨가하여 

사료를 제작하였다. 실험 사료는 사료원을 조성표에 따라 혼합한 후, 

사료제작기(SP-50, Gumgang ENG, Korea)을 이용하여 2~3 mm의 크기로 

성형하였으며, 성형된 사료는 25℃에서 24시간 건조 후 사료 공급 전까지 

냉동보관(-20℃) 후 공급하였다. 사료 공급은 1일 2회(09:00, 14:00 hr)에 걸쳐 만복 

공급(saturation)하였으며, 공급 후 60분 뒤 환수하여 수조의 수질을 유지하였으며, 

사육은 총 8주간 진행하였다. 
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Table 1. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets for 

olive flounder, Paralichthys olivaceus (% of dry matter) 

1Mono-Calcium Phosphate (22% of phosphate). 2Vitamin premix (g/kg-1 of mixture): L-ascorbic acid, 

121.2; DL-α tocopheryl acetate, 18.8; thiamin hydrochloride, 2.7; riboflavin, 9.1; pyridoxine 

hydrochloride, 1.8; niacin, 36.4; Ca-D-pantothenate, 12.7; myo-inositol, 181.8; D-biotin, 0.27; folic 

acid, 0.68; p-aminobezoic acid, 18.2; menadione, 1.8; retinyl acetate, 0.73; cholecalficerol, 0.003; 

cyanocobalamin, 0.003. 3Mineral premix (g/kg-1 of mixture): MgSO4.7H2O, 80.0; NaH2PO4.2H2O, 

370.0; KCl, 130.0; Ferric citrate, 40.0; ZnSO4.7H2O, 20.0; Ca-lactate, 356.5; CuCl, 0.2; AlCl3. 6H2O, 

0.15; Na2Se2O3, 0.01; MnSO4.H2O, 2.0; CoCl2.6H2O, 1.0. 4 Lactobacillus plantarum was purchased 

from woojin B&G Co. Ltd., (Gyeonggi, Korea). 5Melosira nummuloides containing from JNC bio Co. 

Ltd., (Jeju, Korea). D1, 1% of diatom powder in diet; D2, 2% of diatom powder in diet; D3, 3% of 

diatom powder in diet. 
 

Ingredients 

Experimental diets 

Control D1 D2 D3 

Fish meal (sardine) 60 60 60 60 

Soybean meal 12 12 12 12 

Corn gluten meal 3 3 3 3 

Soy protein concentrate 3 3 3 3 

Wheat flour 11 11 11 11 

Fish oil 3.5 3.5 3.5 3.5 

Lecithin 0.5 0.5 0.5 0.5 

Monocalcium phosphate1 0.5 0.5 0.5 0.5 

Vitamin premix2 1 1 1 1 

Mineral premix3 1 1 1 1 

Choline 0.5 0.5 0.5 0.5 

Cellulose 3 2 1 0 

Lactobacillus plantarum4 1 1 1 1 

Melosira nummuloides5 0 1 2 3 
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2.2.3. 체중 및 생존율 변화 분석 

규조의 사료 내 첨가가 실험어의 체중 및 생존율에 미치는 영향을 조사하기 

위하여 8주간의 사료 공급 실험 후 어류의 평균 체중을 측정하여 증체율(weigh 

gain, %), 사료효율(feed efficiency, %) 및 생존율(survival rate, %)을 각각 계산하였다. 

실험어의 어체 측정은 측정 24시간 전부터 절식시킨 후, 각 실험구에서 무작위로 

65마리를 선별하여 100 ppm의 마취용액(2-phenoxy-ethanol)으로 마취시킨 후 

실시하였으며, 생존율은 1일 간격으로 각 실험구에 폐사한 개체가 있는지 

관찰하여 이하의 계산식으로 산출하였다. 

 

- Weight gain (%) = 100 × (final mean body weight – initial mean body weight) / initial  

mean body weight  

- Feed efficiency (%) = Weight gain of fish×100 / feed intake 

- Survival rate (%) = number of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100 
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2.2.4. Superoxide dismutase (SOD) 활성 

SOD는 산화스트레스에 대한 1차 방어기작으로 작용하는 항산화 효소로서, 본 

실험에서는 간 조직으로부터 SOD assay kit (Sigma-Aldrich, USA)를 사용하여 

분석하였다. Buffer solution로 간 조직을 균질화한 후 10,000 g에서 10분간 

원심분리하여 얻은 상층액을 이용하여 분석하였다. 준비된 상층액을 sample 및 

blank 2 well에 20 μL씩 분주하고, ddH2O를 blank 1 및 blank 3 well에 20 μL씩 분주한 

뒤 멀티 피펫을 이용하여 모든 well에 WST working solution 200 μL를 첨가하여 

준다. Dilution buffer는 blank 2 및 blank 3 well에 20 μL씩 첨가해주고, enzyme working 

solution는 sample 및 blank 1 well에 20 μL씩 첨가한다. 37℃에서 20분간 반응시킨 

뒤 micro plate reader를 사용하여 450 nm의 흡광도에서 측정한다. 
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2.2.5. Catalase (CAT) 활성 

CAT는 활성산소종이 체내에 생성되면 빠르게 제거하기 위해 활성이 높아지는 

것으로 알려져 있다(Barnes et al., 1999). 이에 본 실험에서는 사료첨가제 공급에 

따른 체내 활성산소의 변화를 분석하기 위하여 CAT를 분석하였다. CAT의 

활성은 간 조직을 Catalase activity colorimetric kit (BioVision, SanFrancisco)를 

사용하여 assay buffer로 균질화한 후 10,000 g에서 15분간 원심분리하여 얻은 

상층액을 이용하여 분석하였다. 준비된 상층액을 sample 및 HC line에 20 μL씩 

분주하고, assay buffer 58 μL씩 첨가해준다. HC line에만 stop solution 10 μL씩 첨가 한 

뒤 standard curve line에 1mM H2O2 및 assay buffer를 각각 첨가한 뒤 stop solution 10 

μL씩 첨가한다. Sample 및 HC line에 1 mM H2O2 12 μL를 첨가한 뒤 25℃에서 

30분간 반응시킨 뒤 stop solution 10 μL씩 첨가하고, 제작한 develop mix를 50 μL씩 

첨가한 뒤 25℃에서 10분간 반응 뒤 micro plate reader를 사용하여 570 nm의 

흡광도에서 측정한다. 
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2.2.6. Glutathione (GSH) 활성 

GSH는  활성산소종에  의해  유도되어  산화스트레스의  지표로  활용되고 

있으며(Jee and Kang 2005) , 본  실험에서  GSH 활성은  실험어의  간  조직을 

GSSG/GSH Quantification kit (Dojindo, USA)를 사용하여 5% 5-sulfosalicylic acid 

(SSA)를 첨가하여 균질화 후 8,000 g에서 10분간 원심분리하여 얻은 상층액을 

이용하여 분석하였다. GSH solution 200 μmol/L를 100 μL로 micro tube에 0.5% SSA 

100 μL를 연속 희석하여 사용하고, 각 well에 coenzyme working solution 20 μL, buffer 

solution 120 μL 및 enzyme working solution 20 μL를 첨가한 뒤 37℃에서 5분간 

반응시킨 뒤 GSH standard solution 및 sample solution을 20 μL를 첨가한 뒤 

37℃에서 10분간 반응시킨다. Substrate working solution 20 μL를 첨가하고, plate를 

상온에서 10분간 incubate 시킨 뒤 micro plate reader를 이용하여 405 nm 또는 415  

nm에서 흡광도를 측정한다. 
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2.2.7. Lysozyme (LYS) 활성 

LYS은  세균  세포벽의 펩티도글리칸층을  가수분해하여  항균  작용을  하는 

효소로 감염성 질환에서 숙주 방어하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Saurabh 

and Sahoo, 2008). 본 실험에서의 혈장 내 LYS 활성은 혈장을 15 μL씩 96 well 

plate에 분주한 후, 150 μL Micrococcus lysodeikticus solution (0.2 mg/mL, 0.1 M PBS, 

pH= 6.8)을 첨가한 후 25℃에서 5분간 반응시킨 뒤 micro plate reader (Thermo, 

USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정한 후, 다시 5분간 반응 시킨 뒤 

동일한  파장에서  흡광도를  측정하여  l ys i s  전후의  흡광도  차를  비교하여  

측정하였다. 

 

 

 

2.2.8. Myeloperoxidase (MPO) 활성 

MPO는 항균효과를 가지는 과산화 효소로 식균 작용을 하는 것으로 알려져 

있으며(Klebanoff, 2005), 본 실험에서의 혈장 내 MPO 활성은 96 well plate에 혈장 

20 μL를 넣은 후 HBSS (Hank 's Balanced Salt Solution, Sigma-Aldrich, USA) 80 μL, 20 

mM TMB (3, 3' 5, 5-tetramethylbenzidine hydrochloride)용액 35 μL 및 5 mM H202를 35 

μL 첨가하고, 35℃ incubator에서 2분간 반응시킨 후 4M H2SO4 용액을 35 μL 

첨가한 후 micro plate reader (Thermo, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다.  
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2.2.9. RNA 추출 

면역 관련 유전자 분석을 위한 RNA의 추출은 우선, 실험어로부터 신장(head 

kidney)조직을 적출하여 RNAiso Plus (Takara Bio Inc, Japan)를 첨가하여 균질화한 뒤 

상온에서 5분간 반응시키고 4℃, 12,000 g로 10분간 원심분리하여 상층액을 

분리하여 실시하였다. 분리한 상층액은 새 micro tube에 옮긴 후, 200 μL의 

chloroform을 첨가하여 inverting 시킨 다음 4℃, 12,000rpm으로 15분간 

원심분리하여 상층액을 새 micro tube에 옮겼다. 여기에 200 μL의 isopropanol을 

첨가하여 inverting 한 후 상온에서 10분간 반응시킨 뒤 4℃, 12,000rpm으로 

10분간 원심분리 하였다. 75% ethanol을 700 μL 첨가한 뒤 4℃, 12,000rpm으로 

10분간 원심분리하는 과정을 3번 반복하여 세척하였다. 과정 이후 ethanol을 

제거하여 건조된 RNA pellet을 RNase-DNase free water (Sigma-Aldrich, USA)에 

용해하고, Nano Drop (Thermo Scientific, USA)를 이용하여 순도(purity) 및 

농도(concentration)를 측정하여 cDNA 합성에 사용하였다.  
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2.2.10. cDNA 합성 

cDNA는 cDNA Synthesis kit (Takara Bio Inc, Japan)를 사용하여 합성하였다. 

cDNA는 cDNA synthesis 1 step (Table 2)을 PCR-tube에 첨가한 뒤 65℃에서 5분간 

반응시킨 뒤 cDNA synthesis 2 step (Table 3)을 첨가한 뒤 42℃에서 30~60분, 

95℃에서 5분간 증폭시켜 cDNA를 합성한 뒤 -20℃에서 보관하여 PCR 증폭에 

사용하였다. 

 

Table 2. Volume of buffer for cDNA synthesis 1 step 

Reagent Volume 

Oligo dT Primer (50 μM) 1 μL 

dNTP Mixture (10 mM each) 1 μL 

Template RNA(<1 μg) x μg 

RNase Free dH2O x μL 

Total 20 μL 

 

Table 3. Volume of buffer for cDNA synthesis 2 step 

Reagent Volume 

Template RNA Primer Mixture 10 μL 

5X PrimeScript Buffer 4 μL 

RNase Inhibitor (40 U/μL) 0.5 μg 

PrimeScript RTase (200 U/μL) 1 μL 

RNase Free dH2O 4.5 μL 

Total 20 μL 
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2.2.11. Real-time PCR (RT-qPCR)을 통한 면역 관련 유전자 발현 

Real-time PCR (RT-qPCR)는 cDNA를 주형으로 SYBR Green (Enzynomics, Republic 

of Korea) 및 real-time PCR machine (Bio-rad, USA)를 사용하여 실험을 

진행하였다(Table 4). β-actin을 내부 대조군으로 사용하여 galectin과 c-type 

lysozyme의 상대적 발현 수준을 RT-qPCR을 사용하여 나타냈다(Table 5). RT-q-

PCR은 mixture (Table 4)을 plate에 첨가한 뒤 initial denaturation 95℃에서 10~15분간 

반응시킨 뒤, denaturation 95℃에서 10초, annealing 60℃에서 15초, elongation 

72℃에서 15~30초간 총 35회 또는 40회에 걸쳐 서열을 증폭시키고 마지막으로 

72℃에서 10분간 안정화시켜 RT-qPCR를 마무리하였다. 
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Table 4. Volume of standard reaction RT-qPCR mixture 

Reagent Volume 

TOPreal qPCR 2X PreMIX (SYBR Green with low ROX) 10 μL 

Template DNA 1 μL 

Primers F 1 μL 

Primers R 1 μL 

Sterile water (RNase free) up to 20 μL 

 

Table 5. Gene specific primers of olive flounder, Paralichthys olivaceus β-actin and 

immune related genes used in this study 

  

Primer Direction Sequences(5’- 3’) 

β-actin 

Forward TTCCTCGGTATGGAGTCCTG 

Reverse AGCACAGTGTTGGCGTACAG 

c-type lysozyme 

Forward CTGTGGGCAGGAAAGACTTC 

Reverse GGAAGTGTTGGTGGAGAGGA 

galectin 

Forward TGTTGAGTCACGGAGACGAG 

Reverse ACCTCCATCCAGATCAGTGC 
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2.2.12. 현장적용 실험 

현장 적용 실험은 제주도 내 양식장에서 치어(A 양식장) 및 중간육성어(B 

양식장)를 대상으로 진행되었으며, A 양식장에서는 개시 평균 체중 10.24±2.55 g의 

넙치를 사용하였으며, B 양식장에서는 개시 평균 체중 376.65±79.34 g의 넙치를 

사용하였다. 

실험실에 사육 실험의 결과 성장 및 면역 활성이 가장 높게 나타난 사료 

첨가제 농도를 기준(규조 2% 첨가구, D2)으로 현장에서 제작된 습사료(MP)에 

규조 2%를 첨가한 후 8주간 급이하여 대조구와 비교 분석하였다. 그 후 각 

실험구의 어체 평균 체중을 측정하여 증체율(weight gain, %)을 계산하였으며, 면역 

생리활성을 측정하기 위해 실험어의 미부정맥으로부터 혈액을 채취하여 lysozyme 

activity (LYS) 및 myeloperoxidase activity (MPO)를 각각 분석하였다. 

 

 

 

2.2.13. 통계처리 

모든 분석 결과는 IBM SPSS Statistics 24 (SPSS Inc, USA) 프로그램을 이용하여 

통계 처리하였으며, 일원 배치 분산분석(One-way ANOVA-test)으로 통계 분석을 

하였다. 데이터값의 유의차는 Duncan’s multiple test (P<0.05)를 사용하여 대조구와 

실험구의 평균을 비교하였으며, 평균값±표준편차(mean±SE)로 나타냈다. 
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2.3. 결과 

2.3.1. 성장률 및 생존율 

규조 사료첨가제 공급에 따른 넙치의 성장률, 사료효율 및 생존율의 변화 

결과는 Table 6에 나타냈다. 실험 개시 전 체중은 평균 29.79±4.60 g로 8주간의 

사료 공급 결과, 최종 성장 체중은 대조구에서 64.76±9.93 g, D1에서 81.61±15.02 g, 

D2에서 79.30±16.24 g, D3에서 75.16±11.06 g로 나타나 대조구에 비교하여 규조 

첨가구가 높게 나타났으며, D1 실험구에서 실험 개시 전에 비해 173.94%의 

증체율을 나타내어 가장 빠른 성장을 나타냈다. 사료효율에 있어서도 대조구에서 

0.303%, D1에서 0.411%, D2에서 0.369%, D3에서 0.356%로, D1에서 가장 높게 

나타났다. 반면, 생존율은 대조구에서 98.13%, D1에서 98.75%, D2에서 99.06%, 

D3에서 98.13%로 D2에서 가장 높게 나타났다. 이러한 결과로 규조의 사료첨가제 

공급에 따라 규조 1% 첨가구인 D1에서 증체율 및 사료효율이 가장 높고, 규조 2% 

첨가구인 D2에서 생존율이 가장 높은 것으로 나타나 규조의 사료첨가제는 양식 

넙치의 성장 및 생존률 향상에 효과적인 것으로 판단된다. 

  



19 

 

Table 6. Growth performance of olive flounder, P. olivaceus fed the diatom diets for 8 

weeks 

Growth 

performances 

Experimental diets 

Control D1 D2 D3 

Final body weight (g) 64.76±9.93 81.61±15.02 79.30±16.24 75.16±11.06 

Weight gain (%)1 117.40 173.94 166.21 152.31 

Feed efficiency (%) 2 0.303 0.411 0.369 0.356 

Survival rate (%)3 98.13 98.75 99.06 98.13 

1Weight gain (%)=100×(final mean body weight–initial mean body weight)/initial mean body weight. 

2Feed efficiency (%) = Weight gain of fish×100/feed intake (dry matter). 3Survival rate (%) = number 

of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100. D1, 1% of diatom powder in diet; D2, 2% 

of diatom powder in diet; D3, 3% of diatom powder in diet.  
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2.3.2. Superoxide dismutase (SOD) activity 분석 

SOD는 산화스트레스에 대한 1차 방어기작으로 superoxide radical을 

과산화수소(H2O2)와 산소(O2)로 분해하는 효소이며(Forman and Fridovich, 1973), 이 

과산화수소는 CAT와 GSH를 만나 물(H2O)로 변한 후 배출하여 산화 

손상으로부터 유기체를 보호하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Giulio et al., 

1989). SOD는 대조구에서 99.06±3.67 U/mL, D1에서 100.14±3.46 U/mL, D2에서 

99.85±1.33 U/mL, D3에서 99.63±1.42 U/mL로 모든 그룹에서 유의적인 차이는 

나타나지 않았다(Fig. 1, p>0.05). 이러한 결과로 규조 사료첨가제 공급은 SOD 

변화에 영향을 미치지 않는 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 1. Changes of superoxide dismutase in liver of olive flounder, Paralichthys 

olivaceus fed the experimental diets containing different levels of diatom powder 0%, 

1%, 2% and 3% (Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks 
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2.3.3. Catalase (CAT) activity 분석 

CAT는 SOD가 분해한 과산화수소(H2O2)를 생체에 무해한 인자인 O2와 H2O로 

분해하여 활성산소의 유해성을 저해 및 제거하는 효소로 알려져 있다(Giulio et al., 

1989). CAT는 대조구에서 5.51±2.39 mU/mL, D1에서 4.67±2.42 mU/mL, D2에서 

4.64±2.08 mU/mL, D3에서 5.39±1.75 mU/mL로 모든 그룹에서 유의적인 차이는 

없었다(Fig. 2, p>0.05). 이에 본 실험에서의 결과로 규조 사료첨가제 공급은 CAT 

변화에 영향을 미치지 않는 것으로 판단된다. 

 

Figure 2. Catalase in liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the experimental 

diets containing different levels of diatom powder 0%, 1%, 2% and 3% (Con, D1, D2 

and D3) for 8 weeks 
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2.3.4. Glutathione (GSH) activity 분석 

GSH, glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), 및 glutathione 

sulfotransferase (GST)를 포함한 글루타티온의 의존성 방어 시스템은 비생물적 

스트레스요인하에서 어류의 세포 산화 환원 항상성을 유지하는 것으로 알려져 

있다(Srikanth and Gwack, 2013). GSH는 대조구에서 5.25±1.30 μmol/L, D1에서 

6.01±1.42 μmol/L, D2에서 4.72±0.65 μmol/L, D3에서 6.32±0.27 μmol/L로 나타나 D1 

및 D3에서 대조구에 비해 높게 나타났으며, D2에서는 유의하게 낮게 

나타났다(Fig. 3, p<0.05). 이에 본 실험에서의 대조구(시판사료)와 규조 사료첨가제 

공급에 따른 GSH 변화는 큰 차이를 나타내지 않은 것으로 판단된다. 

 

Figure 3. Glutathione in liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets containing different levels of diatom powder 0%, 1%, 2% and 3% 

(Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks  
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2.3.5. Lysozyme activity 분석 

혈장 내 LYS 활성은 어류에서 비특이적 면역능(innate immunity)의 척도로써 

사용되며, 세균 세포벽의 구성성분인 peptidoglycan의 β-1, 4 결합을 가수분해하여 

항균 작용을 나타내는 것으로 알려져 있다(Grinde, 1989). LYS은 대조구에서 

0.016±0.002 U/mL, D1에서 0.029±0.002 U/mL, D2에서 0.031±0.008 U/mL, D3에서 

0.036±0.008 U/mL로 모든 실험구에서 대조구보다 유의하게 높은 수치를 

나타냈으며, 특히 D3에서 유의적으로 가장 높은 활성을 나타냈다(Fig. 4, p<0.05). 

이러한 결과로 LYS 면역 활성은 규조 첨가에 따라 농도 의존적으로 증가하는 

것으로 나타나 규조 사료첨가제가 양식 넙치의 면역 활성 증대에 효과적인 

것으로 판단된다. 

 

Figure 4. Lysozyme activity in serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets containing different levels of diatom powder 0%, 1%, 2% and 3% 

(Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks 
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2.3.6. Myeloperoxidase activity 분석 

생체 내 MPO활성 증가는 병원체에 대한 항균효과를 증폭시켜 면역반응을 

증가시키는 역할을 한다고 알려져 있다(Palic et al., 2005). MPO는 대조구에서 

2.37±0.65 mU/mg, D1에서 2.54±0.32 mU/mg, D2에서 3.59±0.24 mU/mg, D3에서 

2.69±0.33 mU/mg로 D2가 다른 그룹에 비해 유의적으로 높게 나타났다(Fig. 5, 

p<0.05). 이러한 결과로 MPO는 규조 2% 첨가구인 D2에서 면역 활성이 가장 

높게 나타나 양식 넙치의 면역 활성 증대에 효과적인 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 5. Myeloperoxidase activity in serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus 

fed the experimental diets containing different levels of diatom powder 0%, 1%, 2% 

and 3% (Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks 

  



25 

 

2.3.7. Real-time PCR(RT-qPCR)을 통한 면역 관련 유전자 발현 

Galectin은 원생생물, 무척추동물, 척추동물 및 어류의 피부 점액에 존재하며, 

병원체에 의해 발현된다고 알려져 있다(Suzuki et al., 2003). Galectin은 대조구에서 

0.904±0.169%, D1에서 0.614±0.144%, D2에서 0.055±0.018%, D3에서 0.103±0.024%로, 

대조구에서 가장 높은 수치를 나타냈으며, 대조구에 비해 D1, D2 및 D3에서 

유의적으로 낮은 수치를 나타냈다(Fig. 6, p<0.05). 이러한 결과로 규조 사료첨가제 

공급은 galectin의 발현을 낮추는 것으로 나타나, 규조의 사료첨가에 의해 양식 

넙치의 병원체 감염 기회를 감소시키는 결과를 유도하는 것으로 추정된다. 

 

 

Figure 6. Change of Galectin expression change in kidney of olive flounder, Paralichthys 

olivaceus fed the experimental diets containing different levels of diatom powder 0%, 

1%, 2% and 3% (Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks. Expression levels were normalized 

against the internal control, β-actin. Expression levels between the two groups were 

compared by real-time PCR 
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C-type lysozyme은 감염을 일으킬 수 있는 미생물들의 침입과 부착을 막는 

것으로 알려져 있다. C-type lysozyme은 대조구에서 0.725±0.177%, D1에서 

0.504±0.155%, D2에서 0.284±0.066%, D3에서 0.416±0.062%로 나타나 galectin과 

유사하게 대조구가 가장 높고 D2 및 D3에서 유의적으로 낮게 나타났다(Fig. 7, 

p<0.05). 이러한 규조 사료첨가제 공급에 의해 신장에서의 galectin 및 lysozyme의 

낮은 발현 결과는 병원체 침입을 감소시켜 두 물질의 발현을 낮추는 것으로 

추정된다. 

 

 

Figure 7. Change of c-type Lysozyme expression change in kidney of olive flounder, 

Paralichthys olivaceus fed the experimental diets containing different levels of diatom 

powder 0%, 1%, 2% and 3% (Con, D1, D2 and D3) for 8 weeks. Expression levels were 

normalized against the internal control, β-actin. Expression levels between the two 

groups were compared by real-time PCR 
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2.3.8. 양식현장 급이 실험 

양식현장에서의 규조 사료첨가제 급이에 따른 넙치의 성장률, 비특이적 면역 

활성 분석 결과는 Table 7에 나타냈다. 실험 개시 전 체중은 A 양식장에서 평균 

10.24±2.55 g로 나타났으며, B 양식장에서 평균 376.65±79.34 g로 나타났다. 8주간의 

사료 공급 결과, 최종 성장 체중(final body weight)은 A 양식장에서 A0는 

54.21±9.51 g, A2는 66.75±15.28 g로 나타났으며, B 양식장에서 B0는 715.94±97.52 g, 

B2는 715.82±140.01 g로 나타났다. 

Lysozyme activity은 A 양식장의 A0는 0.019±0.009 U/mL, A2는 0.028±0.012 

U/mL로 나타났으며, B 양식장에서 B0는 0.027±0.010 U/mL, B2는 0.034±0.014 

U/mL로 나타났다. Myeloperoxidase activity은 A 양식장에서 A0는 1.90±0.34 mU/mg, 

A2는 20.19±0.62 mU/mg로 나타났으며, B 양식장에서 B0는 2.37±0.74 mU/mg, B2는 

2.72±0.65 mU/mg로 나타났다. 

이러한 결과로 양식현장에서의 규조사료첨가제 공급에 따른 성장은 치어 

대상인 A 양식장에서 규조 2% 첨가구인 A2가 대조사료보다 증체율이 높은 

것으로 나타났으며, 중간육성어 대상인 B 양식장에서는 큰 차이를 나타내지 

않아 치어 단계의 양성어에 규조 사료첨가제 공급에 따른 성장 효과가 높은 

것으로 판단된다. 한편, lysozyme 및 myeloperoxidase 활성은 A 양식장 및 B 

양식장 모두 규조 2% 첨가구인 A2 및 B2가 대조사료에 비해 높은 것으로 

나타나 규조의 사료첨가제에 따른 양식 넙치의 면역에 효과적인 것으로 

판단된다. 
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Table 7. Growth performance and nonspecific immune response of olive flounder, P. 

olivaceus fed the diatom diets for 8 weeks in aquaculture 

1Weight gain (%)=100×(final mean body weight–initial mean body weight)/initial mean body weight. 

A2, B2, 2% of diatom powder in diet. 

Growth 

performances  

Experimental diets 

A0 A2 B0 B2 

Final body weight (g) 54.21±9.51 66.75±15.28 715.94±97.52 715.82±140.01 

Weight gain (%)1 429.55 551.96 90.08 90.05 

Lysozyme activity 

(U/mL) 
0.019±0.009 0.028±0.012 0.027±0.010 0.034±0.014 

Myeloperoxidase 

activity (mU/mg) 
1.90±0.34 2.19±0.62 2.27±0.74 2.72±0.65 
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2.4. 고찰 

미세조류 중에서도 규조는 다양한 종에서 먹이 생물로 활용되고 있으며(Kang 

et al., 2011), 사료 내 규조의 첨가는 이매패류의 체중, 각장 및 각고의 성장을 

증가시킨다는 것으로 보고됐다(Chen, 2007). 또한, 새우인 black tiger prawn Penaeus 

monodon에 여러 종의 미세조류(Nannochloropsis sp., Melosira sp., Entomoneis sp., 

Chlorella sp., Stauroneis sp. 및 Dunaliella sp.)를 4주간 공급한 결과, 규조류인 

Melosira sp.의 공급이 다른 미세조류의 공급에 비해 생존율에 있어 유의적으로 

높은 수치를 나타냈으며, 성장률에서도 유의적인 차이는 없었으나 가장 높은 

수치를 나타냈다고 보고됐다(Li et al., 2016). 또한, Pacific red snapper (L. peru)을 

대상으로 연구한 Reyes-Becerril et al. (2014)에서는 규조 및 유산균을 혼합하여 

첨가한 사료(대조구, Navicula sp. + Lactobacillus sakei, Navicula sp., L.sakei)를 첨가하여 

8주간 공급한 후 성장률을 분석한 결과 대조구에 비해 Navicula sp. 및 L. sakei를 

혼합한 실험구가 유의적으로 가장 높은 성장률을 보였으며, Navicula sp. 단독구 

및 L. sakei 단독구 또한 대조구에 비해 높은 성장률을 나타냈다. 따라서 본 

실험에 사용한 M. nummuloides를 비롯한 해양 미세조류가 어류 양식에 있어서 

사료첨가제로서의 활용 가능성이 높은 것으로 판단된다. 본 사육 실험에서 

대조사료를 8주간 섭취한 실험어(최초 체중 29.79±4.60 g)의 체중은 64.76±9.93 

g이었으며, 사료효율은 0.303%로 나타냈으며, 사료 내 규조를 첨가한 모든 

그룹에서 대조구보다 높은 체중 성장 및 사료 이용률을 나타냈다. 이러한 결과는 

규조 사료첨가제 공급에 따른 넙치의 성장 변화에서 사료 내 규조의 첨가가 

성장 및 생존율에 긍정적 영향을 끼치는 것으로 추정된다. 

수질오염 및 환경변화 등 외부 인자에 의한 스트레스는 어류의 체내에서 
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활성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 생성을 증가시켜 산화스트레스를 

유발하는 것으로 보고됐다(Dalton et al., 1993). 생물체는 활성산소에 의한 

산화스트레스로부터 자신을 보호하고 항상성을 유지하기 위하여 항산화 

방어기작을 가지고 있으며, 활성산소를 감소시키거나 제거하는 존재로 항산화 

효소와 항산화 물질로 나뉜다(Martinez-Alvarez et al., 2005). 해양 생물에서 항산화 

방어기작에 관여하는 대표적인 항산화 효소로는 SOD, CAT 및 glutathione 

peroxidase (GPx) 등이 있으며, 항산화 물질에는 GSH, ascorbic acid, metallothionein 

(MT) 및 α-tocopherol 등이 존재하며, 해양 생물의 간에서 생성되는 것으로 

보고됐다(Basha and Rani, 2003). 그중 SOD는 산화스트레스에 대한 1차 

방어기작으로 superoxide radical을 과산화수소(H2O2)와 산소(O2)로 분해하는 

효소이며, 이 과산화수소는 CAT와 GSH를 만나 물(H2O)로 변한 후 배출하여 

산화 손상으로부터 유기체를 보호하는 역할을 하는 것으로 보고됐다(Forman and 

Fridovich, 1973; Giulio et al., 1989). 또한 GSH, glutathione reductase (GR), glutathione 

peroxidase (GPx), 및 glutathione sulfotransferase (GST)를 포함한 글루타티온의 

의존성 방어 시스템은 비생물적 스트레스 요인 하에서 어류의 세포 산화 환원 

항상성을 유지하는데 있어 그중요성이 입증된 바 있다(Srikanth and Gwack, 2013). 

본 연구에서 사료 내 규조의 첨가에 따른 SOD 및 CAT 활성은 모든 그룹에서 

유의적인 차이를 보이지 않았으며, GSH 활성 결과 대조구에 비해 전 실험구에서 

유의차가 없는 것으로 나타났으며, 그중 D2가 유의적으로 가장 낮은 수치를 

나타냈다. 이러한 결과는 본 실험에서의 규조 첨가제 공급은 양식 넙치의 

활성산소 변화에는 큰 영향을 미치지 않는 것으로 판단되나, GSH의 경우 D2의 

실험구에서 대조구에 비해 낮은 수치를 나타내어 외부 스트레스에 대한 내성 

효과가 가장 큰 것으로 추정된다. 
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한편, 생물체에서 가지는 선천적인 비특이적 방어 기작은 면역 자극제에 의해 

신속하게 활성화되며, 병원균에 대항하여 어류를 보호하기 위해 빠르게 동원되는 

것으로 보고됐다(Smith and Lumsden, 1983). 그중 LYS는 어류의 1차 방어선으로 

비특이적 면역능(innate immunity)의 척도로써 사용되어 왔으며(Bols et al., 2001), 

다양한 균에 항균 작용을 나타내는 효소로서 세균 세포벽의 구성성분인 

peptidoglycan의 β-1, 4 결합을 가수분해하여 항균 작용을 나타내는 것으로 

보고됐다(Grinde, 1989). MPO의 경우에는 호중구, 호염기구 및 호산구에 존재하는 

과산화 효소이며, 과산화수소를 hypochlorus acid (HClO)로 전환해 병원성 미생물을 

사멸시키는 작용이 있는 것으로, 생체 내 MPO활성 증가는 병원체에 대한 

항균효과를 증폭시켜 면역반응을 증가시키는 역할을 하는 것으로 보고됐다(Palic 

et al., 2005). Reyes-Becerril et al. (2014)은 pacific red snapper (L. peru)을 이용하여 

규조류의 일종인 Navicula sp.와 유산균인 L. sakei를 사료에 첨가하여 공급한 결과, 

대조구에 비해 Navicula sp.+L. sakei를 첨가한 실험구가 유의적으로 높은 LYS 

활성을 보였으며, Navicula 단독구 및 L. sakei 단독구 또한 대조구에 비해 높은 

경향을 나타낸 것으로 보고됐다. 또한 Cerezuela et al. (2012)은 gilthead seabream 

Sparus aurata L.에 규조를 급이한 결과 선천성 면역을 자극하여 어류에서 

비특이적 방어능을 증가시킨다고 보고하고 있다. 본 연구에서도 규조인 M. 

nummuloides를 사료에 첨가하여 공급한 결과, LYS 활성이 규조를 첨가한 

실험구에서 대조구보다 유의적으로 높은 경향을 보였으며, 농도 의존적으로 

증가하는 결과를 나타냈다. 또한 MPO 활성에서도 2%의 규조를 첨가한 D2에서 

유의하게 높은 MPO 활성을 나타냈으며, D1 및 D3 실험구도 유의한 차이는 

없었으나 높은 경향을 나타냈다(Fig. 5). 따라서 본 연구에서 나타난 LYS 및 MPO 

활성의 증가는 규조 첨가 사료 공급을 통하여 양식 어류의 비특이적 면역반응의 
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활성 증대를 유도하는 것으로 추정된다.  

일반적으로 선천면역 관련 유전자는 숙주에 외부로부터 병원체가 유입되면 

급격히 증가하는 것으로 보고됐다(Magnadóttir, 2006). 그중 lectin은 선천성 

면역반응에 속하며, 주로 단백질과 탄수화물 상호작용을 통한 병원균(PAMPs)의 

인식에 관여하고 있으며(Robinson et al., 2006), lectin의 한 종류인 galectin (GAL)은 

원생생물, 무척추동물 및 어류의 피부 점액에 존재하며, 병원체에 의해 

발현된다고 보고됐다(Suzuki et al., 2003; Rabinovich and Gruppi, 2005). Mistry et al. 

(2001)에 따르면 뱀장어(Anguilla japonica)에 있어서 해수에서 담수로의 이동에 

의한 아가미에서의 c-type lectins의 발현이 현저히 증가하는 것으로 보고하고 

있는데, 이러한 결과는 염분 스트레스 및 전염성 박테리아에 의한 스트레스에 

의한 결과로 보고됐다. 또한 Manila clams(Ruditapes philippinarum)을 대상으로 한 

연구에서는 Perkinsus olseni에 감염된 조개에서 모두 galectin이 발현되었으며, 

감염되지 않은 대조그룹에서는 galectin이 발현되지 않아 이는 박테리아가 렉틴의 

발현을 유도한 것으로 보고되어졌다(Kang et al., 2006). 본 연구에서 면역 관련 

유전자의 변화는 규조 첨가 그룹보다 대조구에서 유의적으로 높은 수치를 

나타냈다(Fig. 6). 대조구의 높은 galectin의 농도는 실험수조에서 사육 기간 중 

외부의 병원체로부터의 감염에 의한 증가로 여겨지며, 규조 첨가 실험구에서는 

체액성 면역 등 비특이적 면역에 의해 어체에서의 기본적인 항병 능력이 높아진 

결과로 대조구에 비해 낮은 유전자 발현량을 나타낸 것으로 추정된다. 이처럼 

사료내 규조 첨가 공급에 의한 면역력 증대의 결과로 규조를 이용한 

사료첨가제가 어류의 스트레스 및 항병성에 높은 효과를 유도할 것으로 

추정된다. 또한 LYS에 있어서도 본 실험에서는 galectin의 결과와 유사한 결과를 

나타냈다. GAL의 발현대비 LYS의 발현은 대조구에서 비교적 낮은 발현율을 
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나타냈으며, 규조 첨가에 따라 발현량이 높아지는 것을 관찰할 수 있었다. 이는 

사료 내 규조의 첨가가 어체에 면역능을 부여하여 기본적인 항병 능력이 높아진 

것으로 추정된다. 결과적으로 본 연구에서 나타낸 LYS의 발현 저하는 외부의 

생물학적 병원성 침범에 대한 내병성의 결과로 낮은 발현을 유지하는 것으로 

추정된다. 

본 실험과 마찬가지로 양식현장에서 치어를 대상으로 실험한 A 양식장에서는 

규조를 첨가한 A2에서 대조구인 A0보다 높은 체중증가율을 나타냈으며, 

비특이적 면역 활성인 LYS 및 MPO에서도 A0보다 높은 활성을 나타내어, 

양식현장에서의 체중 성장 및 면역 활성 또한 규조를 첨가한 사료가 대조구보다 

넙치의 성장 및 면역 활성을 유도하는 것으로 나타냈다(Table 7). 하지만 

중간육성어를 대상으로 실험한 B 양식장에서는 체중 성장에서 큰 효과를 

나타내지 않아 이러한 결과는 규조 첨가 사료가 초기 체중 성장에 효과가 있을 

것으로 추정된다.  

Jin et al. (2018)은 규조에 존재하는 규소가 체액성 및 세포성 면역 반응을 

증가시키는 것으로 보고하고 있으며, 이외에도 규조에 다량 함유된 규소의 면역 

증가에 관한 결과는 많은 연구를 통하여 밝혀지고 있다(Seaborn et al., 2002; Russell 

et al., 2016). 포유류에서도 규소는 면역계에 긍정적인 영향을 미치고 림프구 

증식에 필요한 것으로 보고되어졌으며(Seaborn et al., 2002), 마우스에서도 규소를 

면역 보조제로 이용할 경우 IgG 및 IgA 항체 수준을 증가시킨다고 

보고되어졌다(Russell et al., 2016). 따라서 본 연구에서 나타난 비특이적 면역 

활성은 규조에 포함된 다량의 규소에 의해 유도된 가능성이 있는 것을 

판단되지만, 추가적인 연구로 규소만을 분리 정제하여 공급하는 실험이 필요할 

것으로 판단된다. 이에 따라 제 3장에서 규소의 첨가에 따른 넙치의 성장 및 
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면역 관련 유전자의 발현에 대하여 추가적인 실험을 실시하고자 하였다. 

이상의 결과를 종합해보면, 본 연구에서 넙치 사료 내 규조의 첨가는 높은 

체중 성장률 및 사료효율을 나타냈으며, 생존율에서도 D1 및 D2에서 대조구에 

비해 높게 나타냈다. 면역반응의 지표인 LYS는 규조 첨가에 따라 농도 

의존적으로 증가하는 결과를 나타냈으며, MPO 또한 규조 첨가 실험구에서 

대조구에 비해 높은 수치를 나타냈다. 따라서 성장에 있어서는 1% 첨가구가 

가장 효과가 높았고, 면역에서는 고농도의 규조첨가구에서 효과가 높은 것으로 

나타냈다. 이러한 결과는 사료 내 규조 첨가가 양식 넙치의 사료효율을 증가시킬 

뿐만이 아니라 성장을 촉진하고 선천적 면역 관련 물질들의 발현을 촉진해 

외부로부터의 세균 등에 대한 감염률을 낮추는 작용에 의해 유도된 것으로 

추정된다. 이에 따라 본 연구에서 실험한 사료 내 규조인 M. nummuloides의 

첨가는 양식 넙치의 성장 촉진 및 선천면역을 유도하는 사료첨가제로서의 

양식산업에 직접적으로 기여할 수 있을 것으로 기대된다. 
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제 3장 Bio-silica 첨가 사료 공급에 따른 넙치의 생리적 변화 

3.1. 서론 

규소는 자연 상태에서 원소 상태로 존재하지 않고 이산화규소(silica, SiO2)의 형

태를 이루거나 지각을 형성하는 광물(규산염)에 포함되어 있다(Staffan, 1996; Exley, 

1998). 규소는 인간의 결합조직, 뼈, 치아 및 피부 등 장기를 구성하는 성분 중 

하나이며(Lassus, 1993; Martin, 2013), 결핍 시 골다공증, 탈골, 탈회 및 심혈관 질환

을 유발하는 것으로 보고되어졌다(Reffitt et al., 2003; Nielsen, 2014). 

암석 및 토양에서 추출된 실리카의 경우 결정형으로(Martinovic et al., 2006), 지구

의 고열과 고압을 받아 유리물성화되어 있고(Inglethorpe et al.,1993), 대부분 석영에

서 얻을 수 있으며(Kadey, 1975), 일반 규조토에서 생산되는 피각의 경우 단일 종

(species)으로부터 생산되지 않아 피각(frustule)의 형태 및 silica 골격 등 형태가 

일정하지 않은 점에서 산업계에서 제한적으로 이용되고 있다(Yılmaz and Ediz, 

2008; Ergün, 2011). 생물에서 유래된 규소는 바이오 실리카(bio-silica)로 불리며, 우

수한 흡혈성을 가지고, 그 자체로 세균의 번식을 억제하고 유기오염물을 효과적

으로 제거하는 기능이 있다는 것으로 보고됐으며(Lee et al., 2020), 육상 생물을 대

상으로 뼈 재생 등 골격 형성과 관련된 연구가 활발하게 이루어져 있다(Wee et al., 

2005; Bariana et al., 2013; Li et al., 2014). 또한 산란기 메추라기(quail)에 규소 급이시 

난의 무게 및 껍질의 무게를 증가시키는 것으로 보고되어졌으며(Faryadi S and 

Sheikhahmadi, 2017), 마우스 실험에서도 콜레스테롤 사료에 규소를 혼합 급이한 

결과 세포 사멸로부터의 간 손상에 보호 효과 나타내고 지방간 질환(NASH) 발

병의 위험을 낮추는 것으로 보고되어졌다(Garcimartín et al., 2017). 

따라서 본 연구에서는 기존 육상 생물을 대상으로만 사용되었던 바이오 실
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리카를 이용하여 양식 넙치의 사료첨가제로서의 효능을 평가하기 위하여 바이오 

실리카 첨가 사료를 제작하여 8주간 급이 후 성장률, 사료효율, 생존율, 항산화 

활성, 비특이적 면역 분석, 면역 관련 유전자 분석 및 현장 적용 실험을 수행하

였다. 
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3.2. 재료 및 방법 

3.2.1. 실험어 및 실험 조건 

본 실험은 제주대학교 해양과학연구소 내 사육 수조에서 실시하였으며, 

실험에 사용된 넙치는 그룹당 300마리씩 무작위로 배치한 뒤 약욕 및 2주일간의 

순치 기간을 가진 후 실험에 사용되었다. 사육 수조는 1.5 × 1.5 × 0.7 m3, 1,100 L 

용량의 일체형 수조를 이용하여 실험을 실시하였으며, 실험 기간 모든 수조는 

자연 수온 18.75±2.11℃, 염분 33.67±1.11 psu로 조절되었다. 

 

 

 

3.2.2. 실험 사료 및 공급 

실험에 사용된 바이오 실리카(bio-silica)는 어업회사법인 ㈜제이앤씨에서 

제공받아 실험에 사용되었다. 실험구는 bio-silica 및 L. plantarum이 첨가되지 않은 

Control (Con)과 bio-silica 1% 첨가구(BS), L. plantarum 1% 첨가구(LP), bio-silica 분말 

각 0.5%, 1% 및 1.5%에 L. plantarum 1% (BL 0.5, BL 1 및 BL 1.5)가 첨가된 6종의 

사료를 자체 제작하여 실험에 사용하였다(Table 8). 사료 공급은 1일 2회(09:00, 

14:00 hr)에 걸쳐 만복 공급하였으며, 공급 후 60분 뒤 환수를 하여 수조의 

수질을 유지하였으며, 사육은 총 8주간 진행하였다.  
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Table 8. Dietary formulation and proximate composition of the experimental diets for 

olive flounder, Paralichthys olivaceus (% of dry matter) 

Ingredients 

Experimental diets 

Con BS LP BL 0.5 BL 1 BL 1.5 

Fish meal (sardine) 60 60 60 60 60 60 

Soybean meal 12 12 12 12 12 12 

Corn gluten meal 3 3 3 3 3 3 

Soy protein  

concentrate 
3 3 3 3 3 3 

Wheat flour 11 11 11 11 11 11 

Fish oil 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

Lecithin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Monocalcium1 

phosphate 
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Vitamin Mix2 1 1 1 1 1 1 

Mineral Mix3 1 1 1 1 1 1 

Choline 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Cellulose 4 3 3 2.5 2 1.5 

L. plantarum4 0 0 1 1 1 1 

Bio-silica5 0 1 0 0.5 1 1.5 

1Mono-Calcium Phosphate (22% of phosphate).  2Vitaminpremix(g/kg-1ofmixture):L-

ascorbicacid,121.2;DL-αtocopherylacetate,18.8;thiaminhydrochloride,2.7;riboflavin,9.1 ; 

pyridoxinehydrochloride,1.8;niacin,36.4;Ca-D-pantothenate,12.7;myo-inositol,181.8;D-biotin, 

0.27;folicacid,0.68;p-aminobezoicacid,18.2;menadione,1.8; retinylacetate,0.73;cholecalficerol,0.003; 

cyanocobalamin,0.003.3Mineralpremix(g/kg-1ofmixture): MgSO4.7H2O,80.0;NaH2PO4.2H2O, 

370.0;KCl,130.0;Ferriccitrate,40.0;ZnSO4.7H2O,20.0;Ca-lactate,356.5; CuCl,0.2;AlCl3.6H2O, 

0.15;Na2Se2O3,0.01;MnSO4.H2O,2.0;CoCl2.6H2O,1.0.4Lactobacillus plantarum was purchased from 

woojin B&G Co. Ltd., (Gyeonggi, Korea). 5Bio-silica containing from JNC bio Co. Ltd., (Jeju, Korea). 
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3.2.3. 계측 및 생존율 분석 

바이오 실리카의 사료 내 첨가가 실험어 체중 변화에 미치는 영향을 조사하기 

위하여 8주간의 사료 공급 실험 후 어류의 평균 체중을 측정하여 증체율, 

사료효율 및 생존율을 각각 계산하였다. 모든 그룹은 8주간의 사료 공급 실험 후 

각 그룹에서 65마리를 선별하여 마취용액(2-phenoxy-ethanol) 100ppm으로 마취시킨 

후 어체를 측정하였으며, 생존율은 1일 간격으로 각 실험구에 폐사한 개체가 

있는지 관찰하여 이하의 계산식으로 산출하였다. 

 

- Weight gain (%) = 100 × (final mean body weight – initial mean body weight) / initial  

mean body weight  

- Feed efficiency (%) = Weight gain of fish×100 / feed intake 

- Survival rate (%) = number of fish at end of feeding trial / number of fish stocked × 100 
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3.2.4. Superoxide dismutase (SOD) 활성 

SOD 활성은 SOD assay kit (Sigma-Aldrich, USA)를 사용하여 분석하였으며, 간 

조직을 Buffer solution으로 균질화한 후 상층액을 얻어 분석에 사용하였다. 분석은 

2장의 진행한 방법과 동일하게 실험하였다. 

 

 

 

3.2.5. Catalase (CAT) 활성 

CAT 활성은 간 조직을 Catalase kit (BioVision, SanFrancisco)를 사용하여 

분석되었다. Assay buffer로 실험어의 간 조직을 균질화한 후 10,000 g, 15분, 4℃ 

원심분리하여 얻은 상층액을 이용하여 분석하였다. 분석은 BioVision에서 제시한 

protocol과 동일하게 실험하였다. 

 

 

 

3.2.6. Glutathione (GSH) 활성 

GSH 활성은 GSSG/GSH Quantification kit (Dojindo, USA)를 사용하여 

분석되었으며, 실험어의 간 조직에 5% 5-sulfosalicylic acid (SSA)를 첨가하여 

균질화 후 8,000 g, 10분, 4℃ 원심분리하여 얻은 상층액을 이용하여 분석하였으며, 

분석은 2장에서 진행한 방법과 동일하게 실험하였다. 
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3.2.7. Lysozyme (LYS) 활성 

혈장 내 LYS 활성은 96 well plate에 혈장을 15 μL씩 분주한 뒤 Micrococcus 

lysodeikticus solution (0.2 mg/mL, 0.1 M PBS, pH= 6.8) 150 μL를 첨가한 후 25℃에서 1 

분간 반응시킨 뒤 micro plate reader (Thermo, USA)를 이용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 이후 5분간 반응 시킨 뒤 540 nm에서 흡광도를 측정하여 

lysis 전후의 흡광도 차를 비교하여 측정하였다. 

 

 

 

 

 

3.2.8. Myeloperoxidase (MPO) 활성 

혈장 내 MPO 활성은 96 well plates에 혈청 20 μL를 첨가 후 HBSS (Hank 's 

Balanced Salt Solution, Sigma-Aldrich, USA) 80 μL, 20 mM TMB(3, 3' 5, 5-

tetramethylbenzidine hydrochloride) 35 μL 및 5 mM H202를 35 μL 첨가한 후 35℃ 

incubator에서 2분간 반응시킨다. 이후 4 M H2SO4을 35 μL 첨가하여 micro plate 

reader (Thermo, USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.   
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3.2.9. RNA 추출 

Total RNA 추출은 실험어의 신장(head kidney)조직을 적출하여 RNAiso Plus 

(Takara Bio Inc, Japan)를 첨가한 뒤 상온에서 5분간 반응시킨 후 균질화하였다. 

이후 12,000 g, 10분, 4℃ 원심분리하여 상층액을 분리하였고, 새 micro tube에 옮긴 

후 200 μL의 chloroform을 첨가하여 inverting 시킨 다음 12,000 g, 15분, 4℃ 

원심분리하여 상층액을 분리하였다. 상층액을 새 micro tube에 옮긴 후 isopropanol 

200 μL을 첨가하여 inverting 한 후 상온에서 10분간 반응시킨 뒤 12,000 g, 10분, 4℃ 

원심분리하였다. 700 μL의 75% ethanol을 첨가한 뒤 12,000 g, 10분, 4℃ 

원심분리하는 과정을 3번 반복하여 세척한 뒤 ethanol을 제거한 뒤 건조된 RNA 

pellet에 RNase-DNase free water (Sigma-Aldrich, USA)를 첨가하여 용해시켰다. 

 

 

 

3.2.10. cDNA 합성 

cDNA는 cDNA Synthesis kit (Takara Bio Inc, Japan)를 사용하여 합성하였으며, 

2장에서 진행한 방법과 동일하게 실험하였다.  
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3.2.11. Real-time PCR (RT-qPCR) 

Real-time PCR (qPCR)는 cDNA를 주형으로 SYBR Green (Enzynomics, Republic of 

Korea) 및 real-time PCR machine (Bio-rad, USA)를 사용하여 실험을 진행하였다. β-

actin을 내부 대조군으로 사용하여 galectin 및 c-type lysozyme의 상대적 발현 

수준을 RT-qPCR을 사용하여 내었으며, β-actin의 primer는 forward 5'- 

TTCCTCGGTATGGAGTCCTG-3', reverse 5'- AGCACAGTGTTGGCGTACAG-3'를 

galectin의 primer는 forward 5'-TGTTGAGTCACGGAGACGAG-3', reverse 5'-

ACCTCCATCCAGATCAGTGC-3'를 c-type lysozyme의 primer는 forward 5'-

CTGTGGGCAGGAAAGACTTC-3', reverse 5'-GGAAGTGTTGGTGGAGAGGA-3'를 

제작하여 사용하였으며(Table 5), 2장에서 진행한 방법과 동일하게 실험하였다. 
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3.2.12. 현장적용 실험 

현장그후적용 실험은 제주도 내 양식장에서 실시되었으며, 사육 실험은 개시 

평균 체중 139.56±3.87 g의 넙치를 사용하였다. 

실험실에 사육 실험의 결과 생존율 및 면역 활성이 가장 높게 나타난 사료 

첨가제 농도를 기준(바이오 실리카 1.5% 첨가구, BL 1.5)으로 습사료(MP)에 

바이오 실리카 1.5%를 첨가한 후 8주간 급이하여 대조 실험구와 비교 

분석하였다. 이후 각 실험구의 어체 평균 체중을 측정하여 증체율(weight 

gain, %)을 계산하였으며, 면역 생리활성을 분석하기 위해 실험어의 미부정맥에서 

혈액을 채취하여 Lysozyme activity (LYS) 및 Myeloperoxidase activity (MPO)를 각각 

분석하였다. 

 

 

 

3.2.13. 통계처리 

모든 분석 결과는 IBM SPSS Statistics 24 (SPSS Inc, USA) 프로그램을 이용하여 

통계 처리하였으며, 통계 분석은 일원 배치 분산분석, Duncan’s multiple test 

(P<0.05)을 사용하여 데이터값의 유의차를 나타냈다. 또한 대조구와 실험구의 

평균은 평균값±표준편차(mean±SE)로 나타냈다. 
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3.3. 결과 

3.3.1. 체중 및 생존율 

바이오 실리카 사료첨가제 공급에 따른 넙치의 성장률, 사료효율 및 생존율의 

변화 결과는 Table 9에 나타냈다. 8주간의 사료 공급 결과, 최종 성장률은 

대조구에서 80.97%, BS에서 103.62%, LP에서 98.85%, BL 0.5에서 111.53%, BL 1에서 

83.16%, BL 1.5에서 89.39%로 나타나 모든 실험구에서 대조구보다 높은 체중 

증가율을 나타냈다. 사료효율에 있어서도 대조구에서 0.14%, BS에서 0.17%, 

LP에서 0.18%, BL 0.5에서 0.20%, BL 1에서 0.17%, BL 1.5에서 0.17%로 나타냈으며, 

그중 BL 0.5에서 가장 높게 나타났다. 반면, 생존율은 Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 및 

BL 1.5에서 86.7 %, 83.3%, 93.3%, 90.0 %, 83.3 % 및 90.0 %로 LP에서 가장 높게 

나타났다. 이러한 결과로 바이오 실리카 사료첨가제 공급에 따라 BL 0.5에서 

체중 성장률 및 사료효율이 가장 높은 것으로 나타냈으며, LP에서 생존율이 가장 

높은 것으로 나타나, 양식 넙치의 성장에 바이오 실리카 사료첨가제가 효과적인 

것으로 판단된다. 
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Table 9. Growth performance of olive flounder, P. olivaceus fed the bio-silica diets for 8 

weeks 

 

  

Growth 

performances  

Experimental diets 

Initial body 

weight (g) 

Final body weight 

(g) 

Weight gain 

(%) 

Feed efficiency 

(%)  

Survival 

rate (%)  

Control 55.54±11.42 100.51±20.0 80.97 0.14 86.7 

BS 48.71±12.50 99.18±22.65 103.62 0.17 83.3 

LP 54.33±12.06 108.04±20.97 98.85 0.18 93.3 

BL 0.5 49.84±13.30 105.43±25.24 111.53 0.20 90.0 

BL 1 48.87±11.10 89.50±22.03 83.16 0.17 83.3 

BL 1.5 51.33±13.31 97.21±28.02 89.39 0.17 90.0 
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3.3.2. Superoxide dismutase (SOD) activity 분석 

SOD는 산화스트레스에 대한 1차 방어기작으로 작용하는 항산화 효소로서, 본 

실험에서 SOD는 대조구에서 36.16±8.44 U/mL, BS에서 38.92±8.44 U/mL, LP에서 

42.78±7.38 U/mL, BL 0.5에서 40.74±8.91 U/mL, BL 1에서 37.57±7.62 U/mL, BL 1.5에서 

34.69±8.18 U/m로 모든 그룹에서 유의적인 차이가 나타나지 않았다(Fig. 8, p>0.05). 

이러한 결과로 바이오 실리카 사료첨가제 공급은 SOD 변화에 영향을 미치지 

않는 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 8. Changes of superoxide dismutase in liver of olive flounder, Paralichthys 

olivaceus fed the experimental diets containing different levels of bio-silica powder 0% 

and 1%, Lactobacillus plantarum 1% and mixture of silica and 1% Lactobacillus 

plantarum in different concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 

and BL 1.5) for 8 weeks 
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3.3.3. Catalase (CAT) activity 분석 

CAT는 활성산소종이 체내에 생성되면 빠르게 제거하기 위해 활성이 높아지는 

것으로 알려져 있으며, 본 실험에서 CAT는 대조구에서 7.43±2.50 mU/mL, BS에서 

6.53±1.93 mU/mL, LP에서 7.57±0.38 mU/mL, BL 0.5에서 8.98±0.95 mU/mL, BL 1에서 

7.00±1.14 mU/mL, BL 1.5에서 7.72±1.79 mU/mL로 BL 0.5에서 유의적으로 가장 높게 

나타났다(Fig. 9, p<0.05). 이러한 결과로 개체 간의 차이가 크게 나타나 

대조구(시판사료)와 바이오 실리카 사료첨가제 공급에 따른 CAT 변화는 큰 

차이를 나타내지 않은 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 9. Catalase in liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the experimental 

diets containing different levels of bio-silica powder 0% and 1%, Lactobacillus plantarum 

1% and mixture of silica and 1% Lactobacillus plantarum in different concentrations 

0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) for 8 weeks 
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3.3.4. Glutathione (GSH) activity 분석 

GSH는 활성산소종에 의해 유도되어 산화스트레스의 지표로 활용되고 있으며, 

본 실험에서 GSH는 대조구에서 2.22±0.34 μmol/L, BS에서 2.14±0.25 μmol/L, LP에서 

2.24±0.46 μmol/L, BL 0.5에서 1.74±0.36 μmol/L, BL 1에서 1.68±0.28 μmol/L, BL 1.5에서 

1.79±0.46 μmol/L로, BL 1에서 유의적으로 낮게 나타났다(Fig. 10, p<0.05). 이에 본 

실험에서의 바이오 실리카의 사료첨가제 공급에 따른 GSH 변화는 바이오 

실리카와 유산균이 혼합된 BL실험구에서 낮게 나타내어 스트레스 저항에 

효과적인 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 10. Glutathione in liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets containing different levels of bio-silica powder 0% and 1%, 

Lactobacillus plantarum 1% and mixture of silica and 1% Lactobacillus plantarum in 

different concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) for 

8 weeks  
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3.3.5. Lysozyme activity 분석 

LYS은 비특이적 면역 활성 중 하나로 항균 작용을 하여 숙주에 방어능을 

부여하는 것으로 알려져 있다. LYS은 대조구에서 0.009±0.002 U/mL, BS에서 

0.013±0.003 U/mL, LP에서 0.014±0.003 U/mL, BL 0.5에서 0.018±0.005 U/mL, BL 1에서 

0.021±0.007 U/mL, BL 1.5에서 0.021±0.007 U/m로, 모든 실험구에서 대조구에 비해 

유의하게 높은 수치를 나타냈으며, 특히 BL 1.5에서 가장 높은 활성을 

나타냈다(Fig. 11, p<0.05). 이러한 결과로 LYS 면역 활성은 바이오 실리카첨가에 

따라 농도 의존적으로 증가하는 것으로 나타나 바이오 실리카의 사료첨가제는 

양식 넙치의 면역 활성에 효과적인 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 11. Lysozyme activity in serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed the 

experimental diets containing different levels of bio-silica powder 0%, 1%, Lactobacillus 

plantarum 1%, mixture of 1% of Lactobacillus plantarum and bio-silica in different 

concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) for 8 weeks  
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3.3.6. Myeloperoxidase activity 분석 

MPO는 항균효과를 가지는 과산화 효소로 식균 작용을 하는 것으로 알려져 

있으며, 본 실험에서 MPO는 대조구에서 1.41±0.27 mU/mg, BS에서 1.46±0.27 

mU/mg, LP에서 1.67±0.27 mU/mg, BL 0.5에서 1.42±0.26 mU/mg, BL 1에서 1.53±0.31 

mU/mg, BL 1.5에서 1.79±0.25 mU/mg로 나타냈으며, 특히 BL 1.5에서 가장 높은 

활성을 나타냈다(Fig. 12, p<0.05). 이러한 결과로 MPO는 바이오 실리카 1.5% 

첨가구인 BL 1.5에서 면역 활성이 가장 높게 나타나 바이오 실리카의 

사료첨가제는 양식 넙치의 면역 활성에 효과적인 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 12. Myeloperoxidase activity in serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus fed 

the experimental diets containing different levels of bio-silica powder 0% and 1%, 

Lactobacillus plantarum 1% and mixture of silica and 1% Lactobacillus plantarum in 

different concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) for 

8 weeks  
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3.3.7. Real-time PCR 통한 면역 관련 유전자 발현 

galectin은 병원체에 의해 발현된다고 알려져 있으며, 본 실험에서의 Galectin은 

대조구에서 0.87±0.06%, BS에서 0.35±0.03%, LP에서 0.48±0.06%, BL 0.5에서 

0.45±0.05%, BL 1에서 0.40±0.06%, BL 1.5에서 0.06±0.01%로 발현량을 나타내어 

대조구에서 유의적으로 가장 높은 수치를 나타냈다(Fig. 13, p<0.05). 이러한 

결과로 바이오 실리카 사료첨가제 공급은 galectin의 발현을 낮추는 것으로 

나타나 바이오 실리카의 사료첨가제에 따른 양식 넙치의 병원체 감염 기회가 

감소한 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 13. Change of Galectin expression change in kidney of olive flounder, Paralichthys 

olivaceus fed the experimental diets containing different levels bio-silica powder 0% and 

1%, Lactobacillus plantarum 1% and mixture of silica and 1% Lactobacillus plantarum 

in different concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) 

for 8 weeks 
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C-type lysozyme은 세균 세포벽의 펩티도글리칸층을 가수분해하여 항균 작용을 

하는 효소로 감염성 질환에서 숙주 방어하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 

본 실험에서 C-type lysozyme은 대조구에서 0.79±0.06%, BS에서 0.64±0.04%, LP에서 

0.56±0.06%, BL 0.5에서 1.02±0.09%, BL 1에서 0.56±0.08%, BL 1.5에서 0.33±0.03%로 

발현량을 나타내어 BL 0.5에서 유의적으로 가장 높은 수치를 나타냈다(Fig. 14, 

p<0.05). 이러한 결과로 바이오 실리카 사료첨가제 공급은 바이오 실리카 0.5% 

첨가구인 BL 0.5에서 가장 높은 면역 활성이 나타나 낮은 galectin에 대비한 높은 

면역 활성이 일어난 것으로 판단된다. 

 

 

Figure 14. Change of c-type Lysozyme expression change in kidney of olive flounder, 

Paralichthys olivaceus fed the experimental diets containing different levels of bio-silica 

powder 0% and 1%, Lactobacillus plantarum 1% and mixture of silica and 1% 

Lactobacillus plantarum in different concentrations 0.5%, 1% and 1.5% (Con, BS, LP, 

BL 0.5, BL 1 and BL 1.5) for 8 weeks 
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3.3.8. 양식현장 급이 실험 

양식현장에서의 바이오 실리카 사료첨가제 급이에 따른 8주간의 사료 공급 

결과, 실험 개시 전 체중은 139.56±3.87 g로 나타냈으며, 평균 최종 성장 

체중(final body weight)은 대조구(C0)에서 187.82±16.29 g, C1.5에서 213.17±19.47 g로, 

나타내어 증체율이 각각 31.99% 및 55.80%로 대조구보다 바이오 실리카 

첨가구(C1.5)에서보다 높은 성장을 나타냈다(Table 10). 

Lysozyme activity은 대조구에서 0.019±0.009 U/mL, C1.5에서 0.028±0.012 U/mL로 

나타냈으며, Myeloperoxidase activity은 대조구에서 1.47±0.21 mU/mg, D2에서 

1.68±0.25 mU/mg로 나타냈다. 

이러한 결과로 양식현장에서의 바이오 실리카 사료첨가제 공급에 따른 성장은 

바이오 실리카 0.5% 첨가구인 C1.5가 대조사료보다 증체율이 높은 것으로 

나타났으며, 또한 Lysozyme 및 Myeloperoxidase 활성에서도 바이오 실리카 1.5% 

첨가구에서 대조구에 비해 높게 나타나, 바이오 실리카 사료첨가에 따라 양식 

넙치의 성장 및 면역에 효과적인 것으로 판단된다. 
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Table 10. Growth performance and nonspecific immune response of olive flounder, P. 

olivaceus fed the bio-silica diets for 8 weeks in aquaculture 

  

Growth performances 
Experimental diets 

C0 C1.5 

Final body weight (g) 187.82±16.29 213.17±19.47 

Weight gain (%)1 31.99 55.80 

Lysozyme activity 0.07±0.01 0.14±0.02 

Myeloperoxidase activity 1.47±0.21 1.68±0.25 
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3.4. 고찰 

규소(Si)는 뼈 재성 과정에 중요한 역할을 하며, 뼈의 미네랄 함량에 영향을 

주는 것으로 보고되어졌다(Calomme and Berghe, 1997; Seaborn et al., 2002; 

Sripanyakorn et al., 2005). Seaborn et al. (2002)는 마우스에서 규소 결핍 시 경골(tibia) 

및 척추(vertebra)의 미네랄 함량이 크게 감소한다고 보고하였으며, Calomme and 

Berghe (1997)는 송아지에 규소 급이 시 연골의 콜라겐 농도를 증가시켰다고 

보고하고 있다. 또한 바이오 실리카의 주요성분은 규소로 다공성 구조로 되어 

있어 약물 전달이 가능한 물질로서 보고되어 있으며(Uthappa et al., 2018), Cicco et al. 

(2016)는 규조류 유래 바이오 실리카는 세포 실험 시 골다골증이 유발된 뼈에서 

세포 부착 및 증식을 증가시키는 것으로 보고하고 있다. 또한 바이오 실리카는 

주로 육상 생물을 대상으로 뼈 재생 등 골격 형성과 관련된 연구가 활발히 

이루어져 있으나 해양 생물에 적용한 연구는 전무후무한 실정이다. 본 사육 

실험에서 사료 내 바이오 실리카를 첨가한 모든 그룹에서 대조구보다 높은 체중 

성장 및 사료 이용률을 보여, 2장의 규조를 이용한 실험과 유사한 결과를 

나타내어, 양식 넙치 사료 내 바이오 실리카의 첨가는 넙치의 성장 및 생존율에 

긍정적 영향을 끼치는 것으로 판단된다. 

산화스트레스는 활성산소종(ROS) 및 활성질소종(RNS)의 과도한 생산의 

결과로 발생하며, SOD, CAT 및 GSH 등 항산화 효소 및 물질에 의해 감소되거나 

제거되는 것으로 보고되며(Dalton et al., 1993; Sugino, 2007), 이들은 산화스트레스, 

면역반응 및 독성 평가의 지표로 이용되고 있다(Atmaca, 2004; Ruas et al., 2008). 

그중 SOD는 과산화 이온을 산소와 과산화수소로 분해해 산화 손상으로부터 

유기체를 보호하는 효소이며, 항산화 활성뿐만 아니라 질병에 대한 감염률을 
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감소시켜 면역의 지표로도 활용되고 있다(Fattman et al., 2003). 본 연구에서 사료 

내 바이오 실리카첨가에 따른 SOD 활성은 유의적인 차이를 나타내지 

않았으며(Fig. 8), CAT 활성은 결과에서도 BL 0.5에서 대조구에 비해 다소 높게 

나타났으나 전체적으로 실험구간의 개체 간의 차이가 크게 나타나 바이오 

실리카첨가에 따른 CAT의 변화는 크지 않은 것으로 추정된다(Fig. 9). 또한 GSH 

활성 결과 바이오 실리카 및 유산균 혼합 실험구가 다른 그룹에 비해 

유의적으로 낮은 수치를 나타냈다(Fig. 10). 이처럼 BL의 공급을 통해서 낮아진 

결과는 생체 내 다른 면역체계에서 스트레스에 대한 저항성을 높였기 때문에 

항산화 효소에 대한 활성이 체내에서 낮게 유지되는 결과로 추정된다. 이러한 

결과는 체내 활성산소 변화에 미치는 바이오 실리카의 사료첨가 효과에 

관해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 여겨진다. 

비특이적 면역 활성은 병원체로부터 숙주를 보호하기 위해 제일 먼저 

작용하는 1차 방어선으로 수중에서 생활하는 어류에 가장 중요한 요인 중 

하나이다(Siwicki et al., 1994). 그중 Lysozyme은 비특이적 면역(선천) 반응에 속하는 

항균 효소로서 다양한 균에 항균작용을 나타내며(Jollès and Jollès, 1984), 이러한 

특성으로 lysozyme 활성은 동물 및 어류에 있어서 면역 활성의 지표로 이용되고 

있다(Smith and Lumsden, 1983). MPO는 호중구에 포함된 항균효소로 병원체에 항균 

작용을 나타내며(Dalmo et al., 1997), 병원체 감염 및 환경 독소의 지표로 이용되고 

있다(Zelikoff et al., 2000; Bols et al., 2001). 본 연구에서 바이오 실리카를 사료에 

첨가하여 공급한 결과, LYS 활성은 바이오 실리카 및 유산균 첨가 사료를 급이한 

실험구에서 대조구에 비해 유의적으로 높은 활성을 나타냈으며, 농도 의존적으로 

증가하는 결과를 나타냈으며, myeloperoxidase (MPO) 또한 바이오 실리카첨가에 

따라 높은 면역 활성을 나타냈다(Fig. 11, 12). 이는 사료 내 바이오 실리카 및 



58 

 

유산균을 혼합하여 첨가할 때 LYS 및 MPO 비특이적 면역반응을 증가시켜 

선천면역이 증가하는 것으로 판단된다. 따라서 본 연구에서는 규조에서 분리한 

바이오 실리카의 사료 내 첨가는 양식 어류의 비특이적 면역반응의 활성 증대를 

유도하는 것으로 추정된다. 

Galectin (GAL)은 선천면역 및 후천면역에 활성화되어(Balogh et al., 2019), 

면역반응에서 중요한 역할을 하는 것으로 보고되어졌다(Díaz-Alvarez and Ortega, 

2017). 또한 곰팡이, 세균, 바이러스 및 기생충 등 병원체를 인식하는 패턴 인식 

수용체 (PRR)의 역할을 하는 것으로 보고되어졌다(Robinson et al., 2006; Nita-Lazar 

et al., 2016; Hatanaka et al., 2019). 본 연구에서 바이오 실리카를 사료에 첨가하여 

공급한 결과, 면역 관련 유전자의 변화는 바이오 실리카 및 유산균 첨가 

그룹보다 대조구에서 유의적으로 높은 수치를 나타냈다. 또한 c-type lysozyme 

(LYS)에 있어서도 본 실험에서는 GAL의 결과와 유사한 결과를 나타내었으나 

BL 0.5에서 유의적으로 높은 수치를 나타내었는데, 이런 높은 부분은 정확하게 

판단하기 어렵지만 앞서 실험에서의 전체적인 패턴으로써는 BL을 첨가하였을 때 

혈액에 있는 lysozyme의 농도나 다른 실험구에서의 농도를 판단하였을 때 규소를 

첨가하게 되면 c-type lysozyme의 발현이 감소하는 것으로 추정된다. 본 연구의 

결과에서 나타낸 GAL의 발현 저하는 사료 내 바이오 실리카의 첨가가 어체에 

면역능을 부여하여 기본적인 항병 능력이 높아진 것으로 추정되며, LYS에 

있어서도 BL 0.5.를 제외한 다른 실험구에서 GAL 발현에 대비하여 비교적 낮은 

발현을 나타내어 이에 대한 상관관계에 대해서는 추후 추가적인 연구가 필요한 

것으로 판단된다.  

한편 양식현장에서의 중간육성어를 대상으로 바이오 실리카 사료첨가제를 

공급하였을 때에는 대조구인 C0보다 높은 체중증가율을 나타냈으며, 비특이적 
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면역 활성인 LYS 및 MPO에서도 C0보다 높은 활성을 나타냈다. 이러한 결과는 

양식현장에서 바이오 실리카를 사료에 첨가하여 공급한 결과, 체중 성장 및 면역 

활성을 유도하여 일반사료(대조구)보다 넙치의 성장 및 면역 활성을 유도하는 

것으로 나타내어 본 실험의 결과를 뒷받침할 수 있을 것으로 판단된다. 

이상의 결과를 종합해보면, 본 연구에서 넙치 사료 내 바이오 실리카의 

첨가는 높은 체중 성장률 및 사료효율을 나타냈으며, 생존율에서도 LP, BL 0.5 및 

BL 1.5에서 대조구에 비해 높게 나타냈다. 면역반응의 지표인 LYS는 바이오 

실리카첨가에 따라 농도 의존적으로 증가하는 결과를 나타냈으며, MPO 또한 

바이오 실리카 첨가 실험구에서 대조구보당 높은 수치를 나타냈다. 따라서 본 

연구에서 실험한 사료 내 바이오 실리카의 첨가는 넙치의 성장 촉진 및 

선천면역을 유도할 수 있을 것으로 판단된다. 
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제 4장 종합 고찰 

어류 양식 자원은 국제 식량 확보를 위한 중요 자원 중 하나로 꼽히고 있으며 

(FAO, 2014), 환경문제 등 한계가 있는 농업 및 축산업을 대신하여 인류의 단백질 

공급을 충족시킬 수 있을 것으로 기대되어 최근 급속도로 발전되고 있다(Fischer, 

2009; FAO, 2009; Pachauri et al., 2014 ). 

최근 양식 어류의 빠른 성장을 위한 과도한 사료 공급 및 밀식으로 수질 

악화가 발생하고 있으며(MIFAFF, 2003; JRI, 2019), 생리적 스트레스를 유도하여 

세균, 바이러스 및 기생충성 질병 발생의 위험을 증가시키고 있다(Torrecillas et al., 

2007; Park, 2009) 현재 질병 발생의 대책으로 항생제 등 화학약품을 사용하는 

치료가 대부분 이루어지고 있으며(Ghittino et al., 2003), 항생제의 무분별한 

사용으로 내성균의 증가 및 어류의 폐사로 경제적 피해가 유발되는 

실정이다(Phearson et al., 1991; Cabello et al., 2016; JRI, 2019). 또한 항생제의 무분별한 

사용은 양식 어류에 잔류하는 문제 및 환경오염 등을 야기할 수 있다(Petersen et 

al., 2002; Cabello, 2006; WHO, 2006). 최근 이러한 문제를 해결하기 위해 천연물질을 

이용하여 양식 어류의 비특이적 면역반응을 향상시켜 질병 저항성을 높일 수 

있는 사료첨가제 개발 연구가 활발하게 진행되고 있으며, 유산균과 같은 

미생물뿐만 아니라 해양 천연자원이 소재로써 활용되고 있다. 해양 천연자원 중 

하나인 규조류(Bacillariophyceae)는 단가 불포화 지방산, 폴리 불포화 지방산, DHA, 

EPA 및 폴리페놀(polyphenol) 등 다양한 생리활성물질을 함유하고 있으며, 이전의 

다양한 연구를 통해 양식 어류의 성장 및 면역증진에 도움이 되는 것으로 

보고되어져(Cerezuela et al., 2012; Reyes-Becerril et al., 2014), 본 연구에서는 
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규조(Melosira nummuloides)와 규조에서 분리한 바이오 실리카(bio-silica)를 

이용하여 넙치 사료첨가제 사육 실험을 실시하였다. 

본 연구에서 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제를 이용한 사육실험에서 모든 

실험구에서 대조구보다 높은 체중 성장 및 사료 이용률을 나타냈다. 이러한 

결과는 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제 이용은 넙치의 성장에 긍정적 영향을 

끼쳐 사료첨가제로서의 활용 가능성이 높은 것으로 판단된다. 

또한 항산화 활성 분석에서 SOD는 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제에서 

대조구 및 실험구에서 유의적인 차이를 나타내지 않았으며, CAT에서도 큰 

차이를 나타내지 않은 것으로 추정된다. 또한 GSH는 바이오 실리카 

사료첨가제에서 실험구가 대조구보다 낮은 활성을 나타냈으며, 바이오 실리카 

사료첨가제가 스트레스에 대한 저항성을 높였기 때문에 활성이 낮게 유지되는 

결과로 추정되며, 넙치의 사료첨가제로 사용 시 활성산소로 인한 체내 산소 

변화에 긍정적 영향을 줄 수 있는 것으로 판단된다. 

비특이적 면역 분석에서 LYS는 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제에서 모두 

대조구보다 실험구에서 유의적으로 높게 나타냈으며, MPO에서도 실험구에서 

대조구보다 높은 수치를 나타냈다. 또한 면역 관련 유전자 변화실험에서 

galectin은 대조구에서 유의적으로 높게 나타냈으며, lysozyme은 galectin에 대비한 

높은 면역 활성을 나타내어, 이러한 결과는 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제 

이용은 넙치의 면역증진에 긍정적 영향을 끼치는 것으로 판단된다. 

양식현장 급이 실험에서의 성장 및 면역은 규조 및 바이오 실리카 

사료첨가제에서 모두 대조구보다 실험구에서 높은 것으로 나타내어 넙치의 

사료첨가제로 사용 시 성장 및 면역증진에 긍정적 영향을 줄 수 있는 것으로 

판단된다. 
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본 실험에서 규조의 경우 2% 농도 첨가 시 체중 증가 및 비특이적 면역에 

효과가 있는 것으로 판단되며, 바이오 실리카는 1.5% 농도 첨가 시 비특이적 

면역 및 항산화 활성에서 보다 더 좋은 효과를 나타낸 것으로 판단된다. 또한 

규조에서는 체중 성장과 면역유전자 발현에서 더 좋은 효과를 나타낸 것으로 

추정되며, 실리카에서는 비특이적 면역 활성과 항산화 활성에서 더 좋은 효과를 

나타낸 것으로 추정된다. 

이에 따라 본 연구에서 실험한 규조 및 바이오 실리카 사료첨가제는 양식 

넙치의 성장 및 면역증진에 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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