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Effects of N-acetylcysteine (NAC) on non-specific immune parameters, respiratory 

burst and lysozyme activities, in different fishes
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It has been reported that various anti-oxidant substances stimulate non-specific immune responses in fishes. In this 
study it was examined whether N-acetylcysteine (NAC), an anti-oxidant glutathione (GSH) precursor, can modulate 
non-specific immune parameters in 8 different fishes. NAC was intraperitoneally administered at 10 mg/kg to catfish 
(Silurus asotus), loach (Misgurnus mizolepis), common carp (Cyprinus carpio), crucian carp (Carassius carassius), eel 
(Anguilla japonica), snakehead (Channa argus), tilapia (Oreochromis niloticus) and mullet (Mugil cephalus). 
Forty-eight hours later, chemiluminescence (CL) response of head-kidney leukocytes and serum lysozyme activity were 
assessed. In all fishes except crusian carp and loach, CL responses were amplified by NAC. Lysozyme activity was 
increased by NAC in all fish species but not in tilapia. This result suggests that NAC stimulates non-specific immune 
responses in various species, and that such effects may have beneficial significance in aquaculture for practical 
utilization.
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특정 생물의 면역기능은 면역세포내의 항산화상태 

(anti-oxidant status), 즉 항산화성분자－산화성분자의 

농도 균형에 매우 예민하게 반응한다. 왜냐하면 모든 

면역세포에서의 세포막 지질, 단백질, 핵산, 신호전달 

및 유전자발현 등의 안정성과 기능성이 그 항산화 상

†Corresponding author: Kwan Ha Park
Tel : +82-63-469-1885, 
Fax : +82-63-63-469-1885
email : khpark@kunsan.ac.kr

태에 따라 결정되기 때문이다 (Meydani et al., 1995). 

또한 몇 종류의 면역세포는 방어기전의 하나로서 반

응성 산소종 (reactive oxygen species, ROS)을 생산하기 

때문에, 이들 세포내에는 자체에 대한 방어기전으로

써 항산화분자가 고농도로 존재하고 있다 (Coquette 

et al., 1986). 이러한 관련성 때문에 어류에 항산화물질

을 투여하면 면역기능, 특히 비특이적 면역능이 증강

됨이 vitamin E (Kiron et al., 2004; Ortuno et al., 2000), 

vitamin C (Ai et al., 2006; Eo and Lee, 2008), 천연 



안재영ㆍ이한나ㆍ박경일ㆍ김종연ㆍ이정열ㆍ박관하2

항산화물질 (Thawonsuwan, 2010; Enis Yonar et al., 

2011) 등을 이용한 연구에서 증명된 바가 있다. 

합성 저분자물질인 N-acetylcysteine (NAC)은 세포내

에서 cysteine으로 가수분해되어 glutathione (GSH) 생합

성의 전구물질로 작용함으로써 GSH의 생성을 도울 뿐 

아니라, 간접적으로는 GSH의 재생 (산화형 GSSG에서 

환원형 GSH로의 변환)에 필요한 효소인 glutathione 

reductase의 활성화도 촉진한다 (Banaclocha, 2001). 따라

서 이 두 가지 기전은 NAC의 투여 후 세포내의 환원형 

GSH농도를 증가시키게 된다 (Issels et al., 1988; Phelps 

et al., 1992). 이때 생성된 GSH는 항산화 물질로서 ROS

를 포함한 여러 가지 산화반응성 독성물질에 대한 방어

물질로서 작용한다 (Bakker et al., 1994; Hoffer et al., 

1996; Palevsky et al., 2006; Prescott et al., 1977). 

다양한 종류의 항산화물질이 어류의 면역기능을 

증강시킴이 부분적으로 증명되어 있고 NAC가 항산

화작용이 있으므로 NAC나 GSH가 면역증강효과가 

있을 가능성을 시사한다. 실제로 NAC의 면역증강효

과가 포유류 실험동물과 (Ferrandez et al., 1999; Puerto 

et al., 2002; Victor et al., 2003)와 인간 (Arranz et al., 

2008; Venketaraman et al., 2008)에서는 보고되어 있

다. 그러나 어류에서는 NAC의 효과에 대해서는 검토

된 바가 전혀 없다.

본 연구에서는 어류에서 NAC가 비특이적 면역기

능을 증가시키는지를 검토하기 위해, NAC 투여 후 

비특이적 면역지표인 두신백혈구 내 ROS의 생성능

인 chemiluminescence (CL) 반응과 혈청중의 라이소

자임 활성을 총 8종의 어류에서 측정하였다. 

재료 및 방법

실험용 어류 및 N-acetylcysteine의 투여

실험어는 인근 양식장에서 공급받아 사용하였다 

(Table 1). 실험실에서 1주간 순치시킨 후 외관상 질병

의 증세가 없는 건강한 개체만을 사용하였다. 어류는 

수온 22.1±1.0℃로 일정하게 유지하였으며 지속적으로 

폭기하여 산소를 공급하였다. N-acetylcysteine (NAC)

은 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 

phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)에 녹여서 사용

하였다. 어류에 투여시 NAC의 효과를 여러 어종에서 

시험하기 전에, 메기를 이용한 예비시험을 통해 어류 

체중 당 NAC 10 mg/kg의 용량이 chemiluminescence 

(CL) 반응을 NAC 투여 48시간 후에 최대효과를 발휘

함을 확인한 후에 모든 어종에서의 시험을 수행하였

다. NAC는 복강내로 마리당 0.1 ㎖씩 투여하였으며, 

대조군의 어류에는 동일양의 PBS를 투여하였다.

Fish Species Weight (g) Length (cm) n
Catfish 

(Silurus asotus ) 124.1 ± 18.9 28.4 ± 8.0 6

Loach 
(Misgurnus mizolepis ) 19.8 ± 12.3 12.1 ± 3.2 6

Carp 
(Cyprinus carpio ) 324.9 ± 24.2 34.3 ± 8.9 6

Crucian carp 
(Carassius carassius) 301.2 ± 18.9 28.8 ± 10.1 6

Eel 
(Anguilla japonica ) 131.2 ± 14.1 39.3 ± 2.3 6

Snakehead 
(Channa argus ) 245.5 ± 15.1 38.2 ± 5.6 6

Tilapia 
(Oreochromis niloticus ) 167.6 ± 29.5 14.3 ± 7.1 6

Mullet 
(Mugil cephalus ) 171.8 ± 28.3 37.4 ± 4.7 6

Table 1. Fish statistics used in this experiment

두신 백혈구의 chemiluminescence (CL) 반응

어류로부터 두신을 무균적으로 분리하여 heparin 

(10 U/ml, Sigma), streptomycin (100 U/ml, Sigma)과 
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penicillin G (100 ㎍/ml, Sigma)를 첨가한 Dulbecco’s 

Modified Eagle‘s Medium (DMEM)에 넣고 가는 nylon

망을 이용하여 세포들을 분리하였다. 분리된 두신 세

포는 34/51% Percoll density gradient (Sigma) 용액에 

중층하고 4℃에서 400 × g로 30분간 원심 분리한 다음 

34%와 51% 사이의 세포층을 분리하였다. DMEM으

로 400 × g에서 5분간 원심분리과정을 2번 반복함으

로써 불순물을 제거하였다. 세포의 생존율 판정은 

0.5% trypan blue (Sigma) 용액를 이용하였으며, 모든 

시험군에서 분리된 세포들의 생존율은 98.0% 이상 

이었다. CL 반응의 시험에 사용할 백혈구 현탁액의 

세포수를 최종적으로 0.5 × 106 cell/㎖로 조절하였다. 

분리한 백혈구 세포는 불투명 백색 바탕의 96-well 

plate에 200 ㎕씩 넣은 후 2시간 동안 25℃에서 미리 

안정화를 시켰다. 검출시약인 형광 luminol은 10mM

의 농도로 조제(붕산에 용해한 후 NaOH로 pH 조절, 

서 등, 2004)하여 25 ㎕를 백혈구 현탁액이 든 well 

plate에 가하고 10분간 25℃에서 pre-incubation하였다. 

CL반응의 야기를 위해 opsonin화된 10 mg/ml의 

zymosan (Sigma) 25 ㎕을 백혈구에 첨가한 직후 

automatic photoluminometer (MPL2 model, Berthold 

Detection Systems, Hamburg, Germany)를 사용하여 40

분간 연속적으로 CL반응을 측정하였다 (Stolarek, 

2002). CL 반응의 크기는 relative luminescence unit 

(RLU)/sec의 단위로 산출하였다. 별도로 zymosan의 

opsonin화를 위해 미리 시험에 사용할 종류와 동일한 

각 어종으로부터 혈청을 분리하고 zymosan을 10 mg/

㎖이 되도록 혼합하여 4℃에서 30분간 반응시켰다. 

이 과정을 통해 opsonin화된 zymosan을 원심분리과정

을 통해 PBS로 3회 세척 (600 × g, 5분) 후 다시 10mg/㎖ 
되도록 재희석 하여 사용하였다(Rodriguez et al., 

2008).

혈청의 lysozyme 활성 

어류을 MS-222로 마취하고 미부정맥으로부터 혈

액을 채취해 800 × g에서 20분간(4℃) 원심분리하여 

혈청을 얻었다. Micrococcus lysodeikticus 현탁액 

(Sigma, 0.2 ㎎/㎖로 Na-phosphate buffer, 50 mM, pH 

6.2에 조제) 800 ㎕와 혈청 200 ㎕를 혼합하여 25℃에

서 반응시키면서 530 nm에서 흡광도의 변화를 연속

적으로 측정하였다. 효소활성은 units/㎖로 나타내었

으며, 1 unit는 흡광도 값이 0.001/min 감소한 값으로 

계산하였다 (Chandana et al., 1965).

통계처리

Data는 mean ± S.D.로 표현하였으며, 개별군간의 

차이의 유의성은 un-paired t-test를 이용하여 검정하

였다. 이 때 P<0.05인 경우 유의적인 차이가 있다고 

판정하였다.

결  과

Fig. 1에서는 분리한 두신백혈구 배양세포에서 

zymosan자극을 시작한 후 나타는 CL반응의 경시적 

변화와 NAC의 투여 효과를 보여주고 있다. 또한 

Table 2에서는 이들 반응의 peak값의 통계학적 유의

성을 검정한 결과를 보여주고 있다. 모든 어류의대조

군에서 백혈구를 zymosan으로 자극함으로써 15분 

전ㆍ후에서 peak를 이루고 40분 정도에서도 자극 전

의 수준보다는 약간 높은 양상의 CL반응이 나타났다

(Fig. 1). 이 CL반응은 NAC을 투여한 군에서는 증가

하는 것이 시험한 8종 중 6종, 즉 메기 (catfish), 잉어 

(carp), 뱀장어 (eel), 가물치 (snakehead), tilapia 및 숭

어 (mullet)에서 관찰되었으나 미꾸라지, 붕어에서는 

NAC의 증강효과가 관찰되지 않았다. 특히 미꾸라지

에서는 대조군 및 NAC군 모두에서 아주 미약한 반응
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을 보이면서 NAC 투여군의 peak CL값이 대조군 보

다 오히려 낮은 결과를 얻었고 (Table 2), 붕어의 경우

에는 대조군과 NAC군이 동등한 수준의 반응을 나타

내었다. 특이하게도 잉어의 경우에는 NAC투여로 인

해 반응은 증강되었으나 peak 시간이 15분에서 25분 

정도로 지연되는 현상을 보여주었다. Fig, 2에서는 

이들 8종의 어류 혈청내의 lysozyme의 활성을 보여주

고 있다. 이 결과에서 보듯이 tilapia를 제외한 모든 

어종에서 NAC 투여에 의해 lysozyme 활성이 증가함

이 관찰되었다.

n=6

Fig. 1. Effects of NAC treatment on CL responses in different fishes.
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Fish
Peak Chemiluminescence Levels

Control NAC
Catfish 16636.4 ± 536.9 173526.2 ± 29735.4*

Loach 135.4 ± 6.6 104.8 ± 16.8*

Carp 25130.5 ± 1949.5 30055 ± 2031.0*

Crucian carp 49467.1 ± 9787.3 53780.1 ± 18355.0
Eel 690.0 ± 73.2 1369.4 ± 242.7*

Snakehead 17557.9 ± 1609.3 25355.2 ± 3469.4*

Tilapia 12903.2 ± 901.0 18356.6 ± 808.7*

Mullet 3802.0 ± 491.1 89473.0 ± 23580.8*

*Statistical significance between control and NAC groups (p<0.05).
n=6.

Table 2. Effects of NAC on peak chemiluminescence level
in different fishes.

*Statistical significance (p<0.05) between control and NAC
groups.
n=6.

Fig. 2. Effects of NAC on serum lysozyme activity in 
different fishes.

고  찰

8종의 어류에서 평가한 이 실험에서 대부분의 어

류에서 항산화제 GSH의 전구물질인 NAC를 투여하

면, 어종별로 다소 차이는 있었지만 비특이적인 면역

기능의 parameter인 CL 반응 및 lysozyme활성을 증강

시키는 효과가 있음을 발견하였다. NAC의 이런 효과

가 특정 어종에 국한된 현상인지 아닌지는 아직 분명

하지 않지만 시험한 8종의 어류 중 적어도 6종에서 

동일한 방향의 변화가 발견된 것을 고려하면, 어류에

서의 일반적 현상일 가능성이 제시된다. 이 논문에서

는 10 mg/kg 단회 투여 및 48시간에서의 반응만을 

제시하고 있으나, 처음 분석조건을 설정하는 과정에

서는 투여 후 분석 시점과 용량을 다양(투여 후 6, 

24, 48, 96 및 240시간 후 분석, 1, 10 및 100 mg/kg 

body weight 용량)하게 설정하여 시험한 후 10 mg/kg

와 48시간에 대한 평가를 수행하였다.

호흡폭발(respiratory burst)반응이나 혈청 내 lysozyme 

활성은 어류에서 비특이적 면역능 (innate immunity)

의 척도로서 사용되어 왔다 (Bols et al., 2001). 호흡폭

발반응은 탐식세포 (ganulcytes, monocytes 및 macrophages)

가 산소분자(O2)를 환원하여 superoxide radical (ㆍO2－)

을 생성하는 반응을 지칭하며, 본 연구에서는 CL 반

응의 크기를 측정하여 그 수준을 평가하였다. 이 반응

은 세포내에 존재하는 HADPH oxidase에에 의해 수

행되며 반응의 결과 생성된 superoxide는 자발적으로 

또는 추가적인 효소에 의해 과산화수소 (H2O2), 

hydrochlorous acid (HOCl), hydoxy radical (ㆍOH) 및 

singlet oxygen (1O2) 등 통칭 반응성산소종 (reactive 

oxygen species, ROS)를 생성한다. ROS는 생분자와의 

강력한 반응성 때문에 어류 병원성 기생생물을 용이

하게 살상하며 이 또한 lysozyme과 더불어 비특이적

인 항병성의 지표로 사용된다 (Babior, 1999). ROS와 

luminol을 반응시켜 생성되는 형광물질의 양을 측정

하는 CL 반응법은 민감도가 매우 높고 연속적으로 

측정할 수 있는 장점이 있기 때문에 비특이적 면역능

의 평가에 많이활용되고 있다 (Roszell and Anderson, 

1994). 본 연구에서 발견한 것은 NAC 투여로 CL반응

이 대부분의 어류에서 증가하였지만, 일부에서는 변

화하지 않았고 (붕어), 미꾸라지에서는 오히려 약간
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의 감소하는 현상이 발견되었다. 한편 lysozyme 활성

은 모든 어류에서 NAC로 인해 증가하였지만 틸라피

아에서는 평균값에서 증가경향은 나타났지만 통계

학적 유의성이 나타나지 않았다. 따라서 이 연구에서 

분석한 두 종류의 parameter는 공히 비특이적 면역능

의 지표이지만 어종별로 반응 유발기전이 다소 상이

하며 이들의 활성 항상 동일한 방향으로 변화하지는 

않음을 의미한다 (Caruso et al., 2011; Christybapita 

et al., 2007; Yeh et al., 2008). 특히 본 연구에는 단지 

1개 수준의 NAC의 투여 용량과 투여 후 반응평가 

시점이 제한적이었기에 전반적인 현상을 파악할 수

는 없는 부분적 한계가 있는 실험설계였다.

ROS는 세포 내에서 방어작용을 위해 꾸준히 형성

되고 있으며 이러한 ROS의 축적이나 해로운 산화작

용을 막기 위해서 세포내에서는 ROS제거 system도 

동시에 작동하고 있다. Thiol기 (-SH)를 함유하는 GSH

는 환원력을 가지고 있어서 ROS에 전자를 제공함으

로써 ROS를 제거한다 (Winterbourn and Hampton, 

2008). 또한 대표적인 free radical scavenger 들인 

vitamin E, ascorbic acid, β-carotene 및 uric acid등은 

GSH와 세포내에서 상호 보완하는 작용을 발휘함으

로 인해 한 물질의 존재는 다른 물질의 소모를 방지하

는 작용 (reserve effect)도 있다 (Ghiselli et al., 2000). 

본 연구에서는 NAC의 효과를 in vivo에서 평가한 

것으로서, NAC 투여 후 CL반응의 증가, 즉 ROS의 

생성능이 강화되는 현상을 발견하였다. 그러나 NAC

나 GSH 자체는 ROS를 소거하는 기능이 있기 때문에 

배양세포에 NAC를 직접 가하면 in vitro에서는 오히

려 CL 반응을 억제하게 된다 (Stolarek et al., 2002). 

따라서 NAC는 임상적으로 GSH가 감소하는 조건이

나 산화적 stress가 높아지는 병리적 상황이나 ROS의 

증가가 관련된 질환들에 효과가 있음이 보고되었다 

(Ferrari et al., 1995; Sener et al., 2003). 이런 CL감소 

현상과는 달리 본 연구를 통해서 NAC가 in vivo에서 

투여하였을 때 비특이적 면역능의 지표인 식세포의 

ROS 생산능을 증강시킴을 발견하였으며 이는 in vivo

와 in vitro 시험계에서 얻어지는 여러 항산화작용 

물질들에서 발견되는 상반되는 현상과 같은 맥락으

로 해석될 수 있을 것이다.

이 연구에서 시험한 8종의 어류 중 7종에서 혈청내 

lysozyme의 활성이 증강됨을 관찰하였다. Lysozyme

은 세균의 세포벽에 존재하는 glycoside 결합을 직접

적으로 절단함으로써 어병세균의 살상을 유발 (Yano, 

1996)할 수 있고 대부분 어류의 조직과 분비물에 존재

함으로써 어체의 방어에 있어서 보편적이면서도 매

우 중요한 비특이적 면역기능으로 인식되고 있다 

(Alexander and Ingram, 1992). Lysozyme활성은 보편적

인 체액성 비특이적 면역지표이나 어종별 lysozyme의 

증가현상이 동일하지는 않은 것이 사실 (Magnaldóttir, 

2006)이며, 이 연구에서도 tilapia에서는 증가반응이 

미약 (통계적 유의성 없음)하였다. 어종별 차이는 일

차적인 screening수준에서의 본 연구에서는 용량, 분

석 timing, 수온 등 가능성 있는 넓은 범위의 투여용량

과 사육조건을 설정하지 못하였기에 발생하는 차이

점으로 판단된다. 

항산화작용을 가진 NAC가 다른 생물 시험계에서 

비특이적 면역능 지표들을 증강시키는 것이 보고 

(Ferrandez et al., 1999; Puerto et al., 2002; Victor et 

al., 2003, Arranz et al., 2008; Venketaraman et al., 2008)

되어 있지만, 어류에서 이 지표들을 변화시키는 현상

에 대한 발견은 중요한 의미를 갖는 것으로 생각된다. 

그러나 여기에서 관찰된 현상들이 NAC가 항산화물

질인 GSH로 전환되어 나타난 현상인지 아니면 NAC 

자체가 발휘하는 작용인지 규명하기 위해서는 더 많

은 연구가 필요한 것으로 생각된다. 특히 본 연구에서

는 투여한 NAC의 용량과 효과 평가시점에 대해 하나
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의 조건만을 평가하였기 때문에, 어종별 최적의 용량

이나 효과발휘 시간에 대한 추가적인 연구가 있어야 

할 것이다.

이 결과를 종합하면 NAC가 많은 어종에서 질병에 

대한 저항성을 증강시키는 효과를 발휘할 가능성을 

시사하기 때문에, 이미 인간에서 사용되어 안전성과 

흡수성이 확보 (De Caro et al., 1989; Tsikas et al., 

1998)된 이 저분자 물질을 어류양식에서도 기능성 

성분으로서의 활용성을 고려해 볼 가치가 있을 것이

다. 특히 추가적으로 병원생물로 감염시킨 어류에서

의 평가를 한다면 이 가능성은 확인될 수 있을 것이

다. 또한 양식 현장에서의 적용하기 위해서는 어류에

서의 안전성과 흡수성이 확보되어야 할 것이지만, 

포유류인 mouse에 복강으로 500 mg/kg (Rocksen et 

al., 2000)로, 또 인체에서 치료목적으로 정맥내 150 

mg/kg 단회 투여 후 50 mg/kg로 매일 반복 투여 

(Paterson et al., 2003)하는 방법이 보고되고 있는 것으

로 미루어 심각한 독성은 우려되지 않는다. 

요  약

여러 항산화물질이 어류의 비특이적 면역능을 증

강시키는 것이 알려져 있다. 본 연구에서는 glutathione

의 생합성 전구체인 항산화물질 N-acetylcysteine 

(NAC)이 8종의 어류에서 비특이적 면역지표를 증가

시키는 지를 검토하였다. NAC를 10 mg/kg의 용량으

로 메기, 미꾸라지, 잉어, 붕어, 뱀장어, 가물치, 틸라피

아 및 숭어에 복강내로 투여하고, 48시간 후 두신백혈

구 세포의 화학발광반응 및 혈청 lysozyme 활성을 

측정하였다. 붕어와 미꾸라지를 제외한 6종의 어류에

서 화학발광 반응이, 틸라피아를 제외한 모든 어류에

서 lysozyme 활성이 각각 증가하였다. 이 결과는 NAC

가 다양한 어종에서 비특이적 면역증을 증가시키며, 

이 현상은 어류양식에서의 실용화도 고려해 볼 가치

가 있음을 의미한다.
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