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마늘, Allium sativum이 넙치, Paralichthys olivaceus의 면역반응에
미치는 향
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This study was aimed to investigate the effects of injection of garlic, Allium sativum, extract and immer-
sion in garlic juice on the nonspecific immunity and the resistance against the artificial infection of Strepto-
coccus iniae and Edwardsiella tarda of the olive flounder, Paralichthys olivaceus. The nonspecific immune
mechanisms were assessed in terms of lysozyme activity, nitroblue-tetrazolium (NBT) assay and superox-
ide dismutase (SOD) activity etc. Relative percent survival (RPS) was assessed by the challenge with S.
iniae BS10 or E. tarda KE-1. Almost of the garlic extract injected groups showed the enhanced level of the
tested nonspecific immune factors. In the challenge test with S. iniae and E. tarda, RPS of 5% garlic extract
pre-injected group was much higher than that of any other tested groups, respectively. Almost of the garlic
juice immersion tested groups exhibited strengthened nonspecific immune defence factors, lysozyme activi-
ty, the number of lymphocytes and neutrophils, NBT reduction and SOD activity in kidney. In the challenge
with S. iniae and E. tarda, RPS in the 0.25 g/L of garlic juice immersed group was much higher than any
other tested groups, respectively. The results suggest that the garlic extract and juice would be effective to
enhance the nonspecific immunity and protective ability of olive flounder against fish disease such as S.
iniae and E. tarda.

Key words: Garlic, Allium sativum, Olive flounder, Paralichthys olivaceus, Immune response, Immunos-
timulant

넙치 양식장에서는 세균, 바이러스 및 기생충

등의 병원체가 단독 혹은 혼합 감염하여 많은

폐사를 일으키고 있는 실정이다. 어류 질병이

발생하 을 때에는 일반적으로 화학 요법제로

서 치료에 임하지만, 빈번한 항생제의 사용은

면역 기능을 억제 (Grondel et al., 1987) 시킬 수

있을 뿐만 아니라 약물의 오남용으로 인하여 병

원체의 다재 내성이 증가하고 있다 (Aoki et al.,

1992). 

면역 증강 물질 투여는 어류의 자체 방어 능

력을 증강시킴으로써 다양한 질병에 처할 수

있는 특징이 있어서, 다양한 생물이나 천연물로

부터 분리된 면역 증강 물질들의 어류 질병에

한 방어능 증가 효과에 한 연구 보고는 많
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다 (Sakai, 1999; Jung et al., 2002; Choi et al.,

2005). 어류의 비특이적 면역 인자를 증진시키

는 면역 증강 물질에는 levamisole, FK-565 (hep-

tanoyl- -D-glutamyl-(L)-meso-diaminopimelyl-

(D)-alanine), MDP (muramyl depeptide), LPS

(lipopolysaccharide), chitosan, glucan, nisin 등의

화학화합물과 박테리아 유도물 등이 알려져 있

다 (Kitao et al., 1987; Siwicki et al., 1990; Engstad

et al., 1992; Kodama et al., 1994; Solem et al.,

1995; Kawakami et al., 1998; Kim et al, 1998;

Sakai, 1999; Villamil et al., 2003). 면역 증강제는

비특이적 면역인자의 활성을 증가시켜 질병 저

항성을 높일 수 있는데, 어류의 식세포 활성

(Raa et al., 1993; J�rgensen et al., 1993a), natural

killer cell 활성 (Kajita et al., 1992), 라이소자임

(Engstad et al., 1992; J�rgensen et al., 1993b)과 보

체의 체경로 활성 (Yano et al., 1991) 등 다양

한 면역 반응을 강화시키는 것으로 보고되었으

며, 어류의 면역 증강을 통해 질병으로 인한 폐

사 방지 및 건강한 어류의 생산성을 향상시킨다

는 보고가 있다 (Chen and Ainsworth, 1992).

마늘, Allium sativum은 전 세계에 분포하는 식

물로 식용으로도 사용되지만 수천년 전부터 상

처, 감염, 인플루엔자 그리고 궤양과 같은 여러

가지 질병 치료약으로도 인간에게 사용하 다.

세균, 곰팡이, 원생동물 그리고 바이러스 같은

여러 미생물들은 마쇄된 마늘에 감수성을 나타

내었다 (Cavallito & Bailey, 1944; Cavallito et al.,

1944; Delaha & Garagusi, 1985; Ghannoum, 1988;

Soffar & Mokhtar, 1991). 또한 항암 효과, 노화

방지 그리고 항산화 효과도 가진다 (Sheen et al.,

1996; Hong et al., 2000; Nakagawa et al., 2001;

Wu et al., 2004).

본 연구에서는 넙치에 마늘 추출물의 주사 또

는 착즙액의 침지 투여로 비특이적 면역 반응에

미치는 향을 분석하고, 방어력 증강에 관여하

는 마늘의 특성을 밝히는데 필요한 기초 자료를

얻고자 하 다.

재료 및 방법

시험어

시험에 사용된 넙치, Paralichthys olivaceus는

전라남도 무안 소재 넙치 양식장으로부터 분양

받아 사육하 으며, 평균 체중 11±3 g, 평균 체

장 10±2 cm이었다. 시험 기간 동안의 사육 수

온은 20~22℃로 유지하고, 사료 공급량은 1일

1-2회 어체중 2% 정도로 공급하 다.

시험균주

시험 균으로는 독성 균주인 Streptococcus iniae

BS10 (우 등, 2006)와 Edwardsiella tarda KE-1

(이 등, 2005)를 1.5% NaCl 첨가 Tryptic Soy

Agar (TSA, Difco) 배지에 25℃, 24시간 배양한

후 시험에 사용하 다. 

마늘 추출물과 착즙액 제작

주사 시험을 위한 마늘 추출물의 제조법은 다

음과 같다. 무균 상태의 마늘 시료액을 추출하

기 위해서 마늘의 껍질을 제거하고 증류수로 깨

끗이 씻은 후 마늘 시료로 사용하 다. 세척 마

늘 시료는 멸균 생리 식염수와 비율이 1:1 (w/v)

이 되도록 혼합하여 으깬 후 멸균 거즈로 착즙

하여 50% (w/v) 착즙액을 만들었으며, 이를 원

심 분리한 후 상징액을 0.45 ㎛의 membrane fil-

ter (Sigma, USA)로 여과 멸균하여 시험용 추출

물의 원액으로 정하 다. 시험용 추출물 시료

원액은 -80℃에 동결 보존하면서 필요에 따라

해동하여 시험에 사용하 다. 침지 시험을 위한

마늘 착즙액의 제조법은 마늘의 껍질을 제거하

고 증류수로 깨끗이 씻은 후 clean bench 내에서

멸균 증류수로 여러 차례 세척한 후 멸균된 거

즈로 물기를 제거하 다. 그 후 시료를 마쇄하

여 멸균 거즈로 착즙한 후 곧바로 착즙액을 시

험구에 현탁하여 침지 시험에 사용하 다. 

마늘 추출물과 착즙액 투여 방법
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주사 시험을 위한 마늘 추출물의 투여 방법은

마늘 추출물을 멸균 생리 식염수에 1, 3, 5, 7 및

10%로 용해시킨 후 0.1 ㎖ /fish의 농도로 어체

내에 복강 주사하 다. 조구는 멸균 생리 식염

수만 0.1 ㎖ /fish로 복강 주사하 다. 복강 주사는

2일 간격으로 3회 주사하 다. 침지 시험을 위한

마늘 착즙액의 투여 방법은 마늘 착즙액을 0.1,

0.25, 0.5 및 1.0 g/L의 농도로 해수에 현탁하여 2

일 간격으로 3회 20분 동안 침지하 다.

체표 점액 및 혈청 lysozyme 활성 조사

각 시험구의 넙치 체표 점액과 혈청은 마늘

추출물 및 착즙액의 최종 투여 후 2일째에 분리

하 다. 각 시험구 별로 3마리씩 임의로 잡아낸

넙치를 상으로 김 (1992)의 방법에 따라 각각

체표 점액을 취하 다. 채취된 시료에 5배 양의

0.005M PBS (pH 7.4)를 첨가하여 균질화한 후

원심 분리 (12,000×g, 4℃, 20분)한 다음 상징액

을 용균 활성 측정용 시료로 사용하 다. 체표

점액의 lysozyme 활성은 Takahashi et al. (1986)

의 방법에 따라 Micrococcus lysodeikticus (Sig-

ma, USA) 균 현탁액에 한 흡광도의 감소량을

측정함으로써 평가하 다. 시험용 균액은 M.

lysodeikticus를 0.005M PBS (pH 7.4)에 현탁시켜

530 ㎚에서 흡광도가 0.6이 되게 조정하여 준비

하 다. 측정용 시료 500 ㎕ 에 균 현탁액 2.5 ㎖

를 첨가하여 25℃에서 0분 및 20분간 반응시킨

후 530 ㎚에서 흡광도의 감소량을 측정하 으

며, 용균 활성은 20분간 반응 후 흡광도를 0.001

감소시키는 값을 1 unit로 나타내었다. 시험구 별

로 넙치를 3마리씩 임의로 잡아내어 MS-222

(Sigma, USA) 50 ppm으로 마취시킨 후, 미부정

맥에서 채혈하 다. 채혈한 혈액을 60분간 실온

에 방치한 후 4℃에서 1시간 정도 두어 혈병을

수축시킨 다음 6,000 rpm에서 10분간 원심 분리

하여 혈청을 분리하 다. 혈청은 48℃, 30분간

비동화시켜 바로 사용하거나 -20℃에 보관하며

필요에 따라 해동하여 혈청 내 lysozyme의 용균

활성 실험에 사용하 다. 혈청 lysozyme의 활성

은 Parry et al. (1965)의 turbidimetric method를

이용하여 측정하 다. 즉 실험용 균액은 M.

lysodeikticus를 0.05M PBS (pH 7.4)에 현탁시켜

530 ㎚에서 흡광도가 0.7이 되게 조정하여 준비

하 다. 이 현탁액 1.8 ㎖ 와 넙치 비동화 혈청

200 ㎕ 를 혼합하여 25℃에서 반응 시킨 다음 30

초 및 4분 30초 경과 후, 530 ㎚에서 흡광도를

측정하 다. lysozyme의 활성은 unit/㎖ 로 나타

내었으며, 흡광도 값이 0.001 감소한 값을 1 unit

로 정의하 다.

혈청의 살균 능력 시험

각 시험구별 넙치의 혈청은 마늘 추출물 및

마늘 착즙액의 투여 후 2일째에 3마리씩 임의로

잡아낸 시험어에서 각각 분리하여 유 등 (1992)

의 방법에 따라 살균 능력 시험에 사용하 다.

혈청의 분리 및 보존은 혈청 lysozyme의 방법과

동일하게 하 으며, 비동화 시키지 않은 신선

혈청을 사용하 다. 살균능의 변화 정도를 알기

위하여 시험균인 Escherichia coli (ATCC 25922)

를 TSA에 27℃에서 24시간 배양하여 준비하

다. 혈청은 gelatin veronal buffer (GVB2+)에 1:4로

희석하 으며, E. coli는 멸균 생리식염수를 이용

하여 1 ㎍/㎖ 로 맞춘 후 혈청 희석액과 1:1로 혼

합하 다. 이 혼합액을 25℃로 교반 배양기에서

반응시키면서 0, 1, 3, 6 및 12시간 경과할 때마

다 단계 희석하여 Miles and Misra (1938)에 따라

생균수를 계수하 다.

혈액 세포 수 변화 조사

혈액 중에 있는 각종 혈액 세포의 수적 변화

는 마늘 추출물 및 마늘 착즙액의 투여 후 2일

째에 시험구 별로 3마리씩 잡아낸 시험어에서

채혈한 혈액을 도말 표본법으로 조사하 다. 즉,

미부 정맥에서 채혈한 혈액을 곧 바로 2장의 슬

라이드 라스에 현적 도말하 다. 도말 표본은

May-grunwald Giemsa 염색법으로 염색한 후 광

학 현미경 하에서 적혈구 5,000 세포 당 림프구
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수와 호중구 수의 변화를 조사하 다.

Superoxide dismutase (SOD) activity 조사

시험구별로 마늘 추출물 또는 마늘 착즙액을

투여한 후 2일째에 임의로 잡아낸 3마리의 시험

어 미부정맥에서 각각 채혈하여 얻은 혈액, 신

장과 간 조직을 상으로 SOD Assay Kit-WST

(Dojindo, Japan)를 이용하여 SOD activity를 측

정하 다. SOD 활성은 조구인 멸균 증류수의

water-soluble tetrazolium salt가 감소한 값에 각

sample의 water-soluble tetrazolium salt가 감소한

값을 뺀 후 조구가 감소한 값을 나누어 백분

율로 나타내었다. 

신장 식세포 Nitroblue-tetrazolium (NBT) 환원시험

마늘 추출물 및 착즙액을 투여한 시험구에서

임의로 잡아낸 넙치의 미부 정맥에서 채혈하여

가능한 한 순환 혈액을 제거한 뒤 복강을 해부

하여 두신을 무균적으로 분리하 다. 이것을 2%

penicillin/streptomycin (Difco, France)과 1% he-

parin이 함유된 L-15 medium (Sigma, USA)을 소

량 분주한 소형 disposable petridish에서 nylon

mesh에 통과시킨 세포 현탁액을 준비하 다. 이

세포 현탁액을 34-51% percoll 용액이 들어있는

시험관에 조심스럽게 중층시킨 후 600×g에서

30분간 원심 분리하여 백혈구를 분리하 다. 분

리된 백혈구는 2% fetal bovine serum (FBS, Sig-

ma)이 함유된 L-15 medium으로 3회 세척한 다

음 0.1% FBS에 세포를 재현탁하여 0.1% tryphan

blue에서 viability를 관찰한 후 1×106 cells/㎖ 의

농도로 조정하 다. 조정된 세포액을 96-well

cell culture plate에 각각 100 ㎕ 씩 분주한 다음

20℃에서 2시간 부착시킨 후 각 well의 상징액

을 조심스럽게 제거하고, 0.1% FBS가 함유된 L-

15 medium으로 2회 세척하여 식세포 단층을 만

들었다. NBT 환원 시험에 사용되는 자극물은

zymosan (Sigma, USA)을 사용하 다. Zymosan

0.02 g에 FBS 1 ㎖ 을 첨가하여 25℃에서 30분간

반응시켰다. 반응시킨 zymosan을 3,000 rpm에

10분간 원심 분리하여 상징액을 제거하 다. 옵

소닌화된 zymosan을 L-15 medium으로 2회 세

척한 후 상징액을 버리고 NBT (Sigma, USA) 1

㎎/L-15 medium ㎖ 로 조정된 NBT 용액을 넣어

총 10 ㎖ 이 되게 하 다. 식세포가 부착된 cell

culture plate의 각 well에 blank로는 zymosan이

첨가되지 않은 100 ㎕ 의 NBT 용액을, 시험

sample에는 zymosan이 첨가된 NBT 용액을 100

㎕ 씩 첨가하여 25℃에서 30분 동안 반응시켰다.

반응시킨 후 상징액을 버리고 5% FBS가 첨가

된 L-15 medium으로 세척한 다음 100%

methanol로 10분간 고정하 다. 고정된 세포를

70% methanol로 2회 세척한 후 건조하여 각

well에 2 M KOH 용액 120 ㎕ 와 dimethyl sulfox-

ide (Sigma, USA) 용액 140 ㎕ 를 첨가한 후 630

㎚에서 흡광도 값을 측정하 다.

공격 시험

각 농도의 마늘 추출액 및 마늘 착즙액 투여

2일 후, 시험구별로 S. iniae는 1.0×106 CFU/㎖ ,

E. tarda는 1.0×104 CFU/㎖ 농도의 균액을 0.1

㎖ /fish로 각각 공격 주사하 다. 주사한 시험어

의 수는 각 구간별 12 마리씩이었다. 공격 시험

의 결과는 2주일간의 누적 폐사율과 상 생존

율 (Relative percent survival, RPS)로 나타내었다.

상 생존율 = (1 -  
시험구의 폐사율

) × 100
조구의 폐사율

통계학적 분석

조구와 각 시험구 사이의 통계학적 유의성

은 Student's t-test로 비교하 다 (p<0.05).

결 과

체표 점액 lysozyme 활성 조사

각농도별마늘추출물주사및마늘착즙액침
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지 시험어의 체표 점액 lysozyme 활성을 조사한

결과는 Fig. 1에 나타내었다. 마늘 추출물 1, 3, 5,

및 7%로 주사한 시험어의 체표 점액 lysozyme

활성 (16.0±5.66�68.0±4.36 unit/㎖ )이 조구

(3.3±2.08 unit/㎖ )에 비해서 유의적인 증가를 나

타내었다 (p<0.05). 그 중 5%의 마늘 추출물 주

사 시험구 (68.0±4.36 unit/㎖ )에서 가장 높은 체

표 점액 lysozyme 활성을 나타내었다. 마늘 착즙

액 0.25, 0.5 및 1.0 g/L에 침지한 시험어 체표 점

액 lysozyme 활성 (20.5±4.95�51.5±3.54 unit/

㎖ )이 조구 (16.5±0.71 unit/㎖ )에 비해서 유의

적인 증가를 나타내었다 (p<0.05). 그 중 0.25 g/L

의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 가장 높은 체표

점액 lysozyme 활성 (51.5±3.54 unit/㎖ )을 나타

내었다.

혈청 lysozyme 활성조사

각 농도별 마늘 추출물 주사 및 마늘 착즙액

침지 시험어의 혈청 lysozyme 활성을 조사한 결

과는 Fig. 2에 나타내었다. 마늘 추출물 1, 3, 및

5%로 주사한 시험어의 혈청 lysozyme의 활성

(21.4±3.77�39.0±4.24 unit/㎖ )이 조구 (14.1

마늘, Allium sativum이 넙치, Paralichthys olivaceus의 면역반응에 미치는 향

Fig. 1. Changes of lysozyme activity in skin mucus of olive flounder, Paralichthys olivaceus injected intraperitoneally with
various concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline extracted garlic, Allium sativum and immersed in various
juice concentration (0, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic, respectively. *, significant difference from control, p<0.05.

Fig. 2. Changes of lysozyme activity in serum of olive flounder, Paralichthys olivaceus injected intraperitoneally with vari-
ous concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline extracted garlic, Allium sativum (A) and immersed in various
juice concentration (0, 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic (B), respectively. *, significant difference from control, p<0.05.

(A) (B)

(A) (B)
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±0.89 unit/㎖ )에 비해서 유의적인 증가를 나타

내었다 (p<0.05). 그 중 5%의 마늘 추출물 주사

시험구에서 가장 높은 체표 점액 lysozyme 활성

(39.0±4.24 unit/㎖ )을 나타내었다. 마늘 착즙액

0.25, 0.5 및 1.0 g/L에 침지한 시험구의 혈청

lysozyme 활성 (16.6±1.59�25.4±0.18 unit/㎖ )

이 조구 (14.1±0.88 unit/㎖ )에 비해서 유의적

인 증가를 나타내었다 (p<0.05). 그 중 0.25 g/L

의 마늘 착즙액 침지 시험구에서 가장 높은 혈

청 lysozyme 활성 (25.4±0.18 unit/㎖ )을 나타내

었다.

혈청의 살균 능력 시험

각 농도별 마늘 추출물 주사 및 마늘 착즙액

침지 시험어의 혈청의 살균 능력을 조사한 결과

는 Fig. 3에 나타내었다. 추출물 복강 투여구에

서는 0, 1, 3 및 6시간까지의 시험구는 조구와

비교하여 유의적인 차이를 나타내지 않았다. 12
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Fig. 3. Changes of bactericidal reaction against Escherichia coli ATCC 25922 in serum of olive flounder, Paralichthys oli-
vaceus injected intraperitoneally with various concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline extracted garlic,
Allium sativum (A) and immersed in various juice concentration (0, 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic (B), respectively. *,
significant difference from control, p<0.05.

Fig. 4. Changes in number of lymphocytes and neutrophils per 5,000 red blood cells in peripheral blood of olive flounder,
Paralichthys olivaceus injected intraperitoneally with various concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline
extracted garlic, Allium sativum (A) and immersed in various juice concentration (0, 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic (B),
respectively. *, significant difference from control, p<0.05.

(A) (B)

(A) (B)
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시간에서는 3, 5 ,7 및 10% 투여한 시험구에서

조구에 비하여 유의적인 감소를 나타내었다

(p<0.05). 착즙액 침지구에서는 0, 1, 3 및 6시간

에서는 조구와 비교하여 각 구간별 유의적인

차이를 나타내지 않았다. 12시간에서는 0.1. 0.25

및 0.5 g/L의 농도에 침지한 시험구에서 조구

와 비교하여 유의적인 감소를 나타내었다

(p<0.05).

혈액 내 세포 수 변화 조사

각 농도별 마늘 추출물 주사 및 착즙액 침지

시험어의 순환 혈액 내에 출현하는 림프구와 호

중구의 수를 조사한 결과는 Fig. 4에 나타내었

다. 추출물 복강 투여구에서의 림프구 수는 추

출물 투여 후 각 시험구마다 유의적인 차이는

없었다. 그러나 호중구의 수에서 1, 5 및 10%의

추출물 투여구 (37.7±3.51�47.7±5.50)가 조

구 (28.3±3.21)에 비해서 유의적인 증가를 나타

내었다 (p<0.05). 그 중 1%의 마늘 추출물 투여

구 (47.7±5.50)가 조구와 비교해서 가장 높은

증가를 나타내었다. 착즙액 침지구에서는 림프

구와 호중구의 수는 착즙액 0.25, 0.5 및 1.0 g/L

에 침지한 시험구 (42.0±4.58�48.3±4.51와

26.0±3.00�32.7±5.03)가 조구 (26.0±4.58

와 15.3±2.08)와 비교하여 유의적인 증가를 나

타내었다 (p<0.05). 그 중 0.25 g/L의 마늘 착즙

액 침지 시험구에서 림프구 (48.3±4.51)와 호중

구 (32.7±5.03)의 수가 가장 크게 증가하 다.

SOD activity 조사

각 농도별 마늘 추출물 복강 투여 및 착즙액

침지 시험어의 혈액, 신장 및 간의 SOD activity

를 조사한 결과는 Fig. 5에 나타내었다. 추출물

투여구에서는 혈액에서 각 농도별 시험구의

SOD 활성이 유의적인 증가를 나타내지 않았으

나 신장에서는 1, 3 및 5% 시험구에서 조구와

비교하여 SOD 활성이 유의적으로 증가하 고,

1% 시험구에서 가장 높은 유의적인 증가를 나

타내었다 (p<0.05). 간에서는 1 및 3% 시험구에

서 조구와 비교하여 SOD 활성이 유의적인

증가를 나타내었으며 1% 시험구에서 가장 높은

유의적 증가가 관찰되었다 (p<0.05). 착즙액 침

지구의 혈액에서는 각 농도별 구간에서 SOD

활성의 유의적인 증가를 나타내지 않았으나, 신

장에서는 0.1, 0.25, 0.5 및 1.0 g/L 침지 시험구

모두 SOD 활성이 조구와 비교하여 유의적인

증가를 나타내었으며, 0.25 g/L로 침지한 시험구

에서 가장 높은 유의적인 증가를 나타내었다

마늘, Allium sativum이 넙치, Paralichthys olivaceus의 면역반응에 미치는 향

Fig. 5. SOD activity of blood, kidney and liver of olive flounder, Paralichthys olivaceus injected intraperitoneally with vari-
ous concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline extracted garlic, Allium sativum (A) and immersed in various
juice concentration (0, 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic (B), respectively. *, significant difference from control, p<0.05.

(A) (B)
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(p<0.05). 간에서도 0.1, 0.25 및 0.5 g/L 침지 시

험구에서 SOD 활성이 조구와 비교하여 유의

적인 증가를 나타내었으며 (p<0.05), 0.5 g/L로 침

지한 시험구에서 가장 높은 증가를 나타내었다.

신장 식세포 NBT 환원 시험

각 농도별 마늘 추출물 복강 투여 및 착즙액

침지 시험어의 신장에서 분리한 식세포의

NBT 환원량을 조사한 결과를 Fig. 6에 나타내었

다. 마늘 추출물 3%와 5%를 투여한 시험어의

신장 식세포의 NBT 환원량 (0.187±0.001�

0.209±0.015)이 조구 (0.120±0.036)에 비해

서 유의적인 증가를 나타내었다 (p<0.05). 그 중

5%의 마늘 추출물 투여구에서 가장 높은 신장

식세포의 NBT 환원량 (0.209±0.015)을 나타

내었다. 마늘 착즙액 0.1, 0.25 및 0.5 g/L에 침지

한 시험어 신장 식세포의 NBT 환원량 (0.139

±0.002�0.198±0.026)은 조구 (0.108±

0.012)에 비해서 유의적인 증가를 나타내었다

(p<0.05). 그 중 0.25 g/L의 마늘 착즙액 침지 시

험구에서 가장 높은 신장 식세포의 NBT 환

원량 (0.198±0.026)을 나타내었다.

공격 시험

공격 시험 후 14일간 누적폐사율과 상 생존

율을 조사하여 그 결과를 Table 1에 나타내었다.

S. iniae BS10 균주에 한 공격 시험 결과, 추출

물 복강 투여구에서는 5% 투여구가 착즙액 침

지구에서는 0.25 및 0.5 g/L 침지구가 각각 45%

와 36%로 가장 높은 상 생존율을 나타내었고,

누적폐사율은 각각 50%와 58%로 가장 낮게 나

타났다. E. tarda KE-1 균주에 한 공격 시험 결

과, 추출물 복강 투여구에서는 5% 투여구가 착

즙액 침지구에서는 0.25 g/L 침지구가 각각 55%

와 50%로 가장 높은 상 생존율을 나타내었고,

누적폐사율은 두 시험구 모두 42%로 가장 낮게

나타났다.

고 찰

어류의 lysozyme은 점액, 혈청 등에 들어있으

며 macrophage와 호중구가 주된 생산 세포로 알

려져 있다 (Murray and Fletcher, 1976). 이 효소는

Gram 양성 및 음성균에 작용하여 용균하는 능

력을 가지고 있는 염기성의 단백 효소로서 그람

음성균에 한 항체와 보체의 작용을 증강시켜
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Fig. 6. NBT reduction of phagocytes in head kidney of olive flounder, Paralichthys olivaceus injected intraperitoneally with
various concentration (0, 1, 3, 5, 7 and 10%) of physiological saline extracted garlic, Allium sativum (A) and immersed in
various juice concentration (0, 0.1, 0.25, 0.5 and 1.0 g/L) of garlic (B), respectively. *, significant difference from control,
p<0.05.

(A) (B)
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준다. 김 등 (1992)은 넙치의 lysozyme이 M.

lysodeikticus 이외에도 Aeromonas hydrophila,

Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus epider-

midis에 하여 높은 정균 효과를 나타내었다고

보고하 다. Eclipta alba leaf를 틸라피아에 경구

투여하 을 때 혈청 lysozyme의 활성이 높아진

보고가 있으며 (Christybapita et al., 2007),

Solanum trilobatum leaf 추출물을 틸라피아에 복

강 주사하 을 때에도 lysozyme 활성이 높아졌

다는 보고가 있다 (Divyagnaneswari et al., 2007).

0.5%의 levan을 잉어에 경구 투여하 을 때 혈

청 lysozyme이 조구에 비해 1.56 배 증가한다

는 보고도 있다 (Dina et al., 2007). 본 연구에서

넙치의 체표 점액 및 혈청 lysozyme 활성이 마

늘 추출물을 주사하 을 때에 1, 3, 5 및 7%의

시험구에서, 마늘 착즙액을 침지하 을 때에

0.25, 0.5 및 1.0 g/L의 모든 시험구에서 조구에

비해 활성이 높았음을 알 수 있었다. 본 실험에

사용한 마늘 추출물과 다른 면역 증강제와의 직

접적인 비교는 할 수 없지만, 다른 면역 증강제

와 유사하게 마늘 추출물을 주사하 을 때와 마

늘 착즙액에 침지하 을 때 lysozyme의 활성이

증가하 으며, 이는 호중구의 수가 증가하는 현

상과 관련시켜볼 때 마늘 성분에 의한 자극 효

과로 생각한다.

본 연구에서 E. coli에 한 살균 반응을 지표

로 혈청의 살균능을 조사한 결과, 마늘 추출물 3,

5, 7 및 10%를 복강 주사한 시험구가 조구에

비해 유의적인 증가를 나타내었고 (p<0.05), 마

늘 착즙액 침지 시험구에서는 0.1, 0.25 및 0.5

g/L 시험구가 조구에 비해 효과가 좋은 것으

로 나타났다. Tetrapetide의 일종인 tuftsin을 indi-

an major carp (Labeo rohita)에 경구 투여하 을

때 혈청의 살균능이 높았으며 (Misra et al.,

2006a), β-glucan을 indian major carp fingerling에

복강 주사하 을 때에도 혈청의 살균능이 높게

나타났다 (Misra et al., 2006b). 그러나, 본 실험

결과에서 12시간째에는 모든 시험구의 세균 수

마늘, Allium sativum이 넙치, Paralichthys olivaceus의 면역반응에 미치는 향

Table 1. Cumulative mortality and relative percent of survival (RPS) of olive flounder, Paralichthys olivaceus injected
intraperitoneally and immersed with various concentration of physiological saline extracted garlic, Allium sativum 2 days
after following intraperitoneal injection with Streptococcus iniae BS10 and Edwardsiella tarda KE-1, for 14 days

Streptococcus iniae BS10 Edwardsiella tarda KE-1

Group Cumulative mortality RPS Group Cumulative mortality RPS

(%) (%) (%) (%)

1% 83 9 1% 75 18

3% 58 36 3% 58 36

Injection
5% 50 45 5% 42 55

7% 83 9 7% 75 18

10% 83 9 10% 92 0

Control 92 - Control 92 -

0.1 g/L 83 9 0.1 g/L 83 0

0.25 g/L 58 36 0.25 g/L 42 50

Immersion 0.5 g/L 58 36 0.5 g/L 50 40

1.0 g/L 75 18 1.0 g/L 58 30

Control 92 - Control 83 -
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가 6시간째와 비교하 을 때 급격하게 세균 수

가 증가하는 현상이 나타나 이전 연구 결과들과

는 차이가 있었다. 면역 증강 물질과 어종이 달

라 직접적인 비교는 어려우나, 넙치에서는 혈청

내 살균능이 살균 작용보다는 정균 작용에 가까

운 것으로 판단된다. 

본 연구에서 수행된 혈액세포의 변화를 보면

마늘 추출물을 주사하 을 때에 림프구 수가

조구와 비교하여 유의적인 증가를 보이지 않았

다. 그러나 호중구 수에서는 1, 5 및 10%의 마늘

추출물을 복강 투여하 을 때 조구와 비교하

여 유의적인 증가를 나타내었다 (p<0.05). 마늘

착즙액에 침지하 을 때에는 림프구와 호중구

수를 조구와 비교하 을 때 0.25, 0.5 및 1.0

g/L 시험구에서 모두 유의적인 증가를 나타내었

다 (p<0.05). 마늘 추출물을 주사하거나 마늘 착

즙액을 침지하 을 때 체적으로 호중구의 수

가 증가함을 알 수 있었다.

본 연구에서 마늘 추출물 5% 주사 시험구에

서 그리고 0.25 g/L를 침지한 시험구에서 각각

가장 높은 NBT 환원능의 유의적인 증가가 확인

되었다 (p<0.05). Glucan을 turbot (Scophthalmus

maximus)과 gilthead seabream (Sparus aurata)에

투여하거나 (Couso et al., 2001), levan을 투여

(Rairakhwada et al., 2007)하 을 때에도 높은

NBT 환원능을 나타내었다. 또한 복어 (Takifugu

rubripes)에 L-ascorbyl-2-monophosphate를 투여

하 을 때 조구에 비해 높은 NBT 환원능을

나타내었다 (Eo & Lee, 2008). 어류의 종과 투여

한 면역 증강제의 종류는 다르지만 면역 증강제

를 투여하 을 때 NBT 환원능이 증가하 고, 마

늘 추출물을 복강 투여하거나 마늘 착즙액을 침

지하 을 때 NBT 환원능이 조구에 비해 높게

나타난 것으로 보아 마늘 성분이 넙치의 호흡폭

발 활성화에 향을 미쳤을 것으로 생각된다.

본 연구에서 마늘 추출물을 주사한 뒤 혈액,

신장, 간의 SOD 활성을 조사한 결과 혈액에서

는 마늘 추출물을 3% 주사하 을 때, 신장과 간

에서는 시험구 모두에서 SOD activity의 유의적

인 증가를 나타내었다 (p<0.05). 마늘 착즙액 침

지 시험구에서는 모든 시험구의 신장과 0.25 g/L

와 0.5 g/L 시험구의 간에서 유의적인 증가를 나

타내었다 (p<0.05). Grouper (Epinephelus

coioides)에 sodium alginate를 경구 투여하 을

때, respiratory bursts와 SOD 활성이 증가하 고

(Yeh et al., 2008), 홍다리얼룩새우 (Penaeus mon-

odon)에 β-glucan을 경구 투여하 을 때 SOD

활성이 높았으며 WSSV에 한 폐사율이 낮았

다는 보고가 있다 (Chang et al., 2003). Superox-

ide anion이 항상 호흡 폭발에 의해서만 발생하

는 것이 아니라 여러 다른 사 작용에서도 발

생하며, SOD 활성에 의해서 macrophage의 호흡

폭발을 측정하는 CL response의 결과가 다양하

게 나오기 때문에 CL response에서 소실되는 su-

peroxide anion 양까지 알 수 있는 SOD 활성의

측정은 중요하다 (Ordas et al., 2000). 본 연구에

서는 superoxide anion의 생성량과 SOD 활성 사

이의 상관관계를 비교해보면 NBT 활성이 조

구에 비해 유의적으로 증가한 시험구와 신장에

서 조구와 비해 유의적인 증가를 나타낸 SOD

활성이 일치하 다. 다른 면역 증강제를 투여 하

을 때 SOD 활성이 증가하는 것과 유사한 결

과를 나타내었으며, 이는 SOD 활성 증가로 어체

의 산화 스트레스를 완화시켜 준다고 생각한다.

공격 시험에서는 마늘 추출물을 5% 주사한

후 S. iniae BS10과 E. tarda KE-1로 공격 주사한

시험구의 상 생존율이 각각 45%와 55%로 가

장 높았다. 마늘 착즙액 침지 후 S. iniae BS10와

E. tarda KE-1을 공격 시험 하 을 때 각각 0.25

g/L와 0.5 g/L, 0.25 g/L 침지 시험구의 상 생존

율이 각각 36%와 50%로 가장 높았다. Indian

major carp에 Solanum trilobatum leaf 열수 추출

물 400 ㎎/㎏을 복강 주사하 을 때 A. hydrophi-

la에 해 상 생존율이 70.84%로 나타났으며

(Divyagnaneswari et al., 2007), Tilapia에 Eclipta

alba leaf 열수 추출물 0.1%를 2주간 경구 투여

하 을 때 75%의 상 생존율을 나타내었다

(Christybapita et al., 2007). 0.5%의 levan을 잉어
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에 경구 투여 하 을 때에도 A. hydrophila에

해서 100% 생존율을 나타내었으며 (Dina et al.,

2007), tuftsin을 고농도로 4회 주사 하 을 때 A.

hydrophila와 E. tarda에 해서 저항력이 높게

나타난 보고가 있다 (Misra et al., 2006a). 마늘을

경골어류에 투여한 연구는 많지 않아 직접적인

비교는 어렵지만 투여한 각 면역 증강제의 면역

증강 패턴과 폐사율의 감소가 본 연구의 결과와

유사하 다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 마늘 추출물이

조구에 비하여 높은 방어력을 나타냄으로써

생리활성 물질의 유용성을 밝힐 수 있었다. 마늘

추출물을 주사하거나 마늘 착즙액을 침지 했을

때 호중구를 자극하여 lysozyme 활성이 증가함

을 알 수 있었다. 혈청 내 살균능은 12시간째

조구에 비해 유의적인 증가를 나타내었으나 6시

간째보다 증가하는 경향을 보여 혈청 내 물질이

살균 효과보다는 정균 효과가 있을 것으로 생각

한다. 또한 NBT 환원능의 증가와 면역 관련 효

소 중 하나인 SOD 활성이 신장에서 활성화되는

것을 알 수 있었다. 이와 같은 결과는 마늘이 어

류에 미치는 생리학적 향을 조사해보지는 못

하 지만 투여 간격, 횟수 및 투여 시기에 따라

마늘이 어류에 미치는 향이 각기 다를 것으로

생각하며, 마늘 추출물의 적정 투여 조건과 방법

에 하여 더 연구할 필요가 있을 것으로 사료

된다. 또한 Sprague-Dawley rats에 50 mg/kg

(weight)의 농도로 복강 투여시 폐와 간 조직의

손상이 보고 (Alnaqeeb et al., 1996)되어 있어 적

정 농도를 잘 준수하여야 할 것이다.

요 약

본 연구에서는 마늘 추출물과 착즙액이 넙치

의 비특이적 면역력에 미치는 향과 투여 방법

에 따른 효과를 밝히고자 하 다. 마늘 추출물의

투여는 복강 주사법을, 마늘 착즙액은 침지법을

사용하 다. 마늘 착즙액 침지법은 일정 농도의

착즙액을 해수에 현탁하여 2일 간격으로 3회 침

지하 다. 병원균의 공격 시험은 시험어에 마늘

추출물의 일정량을 2일 간격으로 3회 주사한 지

2일 후에 실시하 다. 그 결과, 마늘 추출물의 복

강 주사 시험구 중 5% 투여구에서 lysozyme의

활성이 가장 유의적인 증가를 나타내었다. 호중

구의 수는 1, 5 및 10%를 주사하 을 때 유의적

인 증가를 보 다 (p<0.05). SOD activity는 신장

에서는 1, 3 및 5% 시험구에서, 간에서는 1 및

5% 시험구가 조구에 비해 유의적인 증가를

나타내었다 (p<0.05). NBT 환원 시험은 3 및

5% 시험구에서 높은 NBT 환원량을 나타내었

다. 마늘 착즙액의 침지 시험에서는 0.25 g/L 시

험구에서 체표 점액 lysozyme 활성과 혈청

lysozyme 활성이 가장 높은 유의적인 증가를 하

다. 림프구와 호중구의 수는 0.25, 0.5 및 1.0

g/L 시험구에서 조구에 비해 유의적인 증가를

보 다 (p<0.05). SOD activity는 신장에서는 모

든 시험구에서, 간에서는 0.1, 0.25 및 0.5 g/L 시

험구에서 조구에 비해 유의적인 증가를 나타

내었다 (p<0.05). NBT 환원 시험은 0.1, 0.25 및

0.5% 시험구에서 조구와 비교하여 유의적인

증가를 나타내었다 (p<0.05). 시험구의 생존율은

S. iniae BS10과 E. tarda KE-1의 공격에 하여

5% 마늘 추출물 복강 투여와 0.25 g/L 마늘 착

즙액 침지 시험구의 상 생존율이 가장 높았다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 마늘 추출물과

착즙액이 넙치에 면역능 향상과 어류 질병에 저

항성 증강에 효과가 있는 것으로 사료된다. 
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