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넙치(Paralichthys olivaceus)에서의 과산화수소 (H2O2) 처리 농도가
생리ㆍ생화학적 반응에 미치는 영향
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Effects of the different hydrogen peroxide (H2O2) treatment level
on physiological and biochemical responses of 

olive flounder (Paralichthys olivaceus)
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This study was conducted to investigate the change of antioxidant enzyme activity (catalase and superox-
ide dismutase) and variation of blood physiology in olive flounder (Paralyticus olivaceus) by hydrogen per-
oxide (H2O2) treatment. Blood parameters were measured 1, 3 and 5 hours after H2O2 treatment with 0 (con-
trol), 100, 300 and 500 ppm for 1 hr. The value of hematocrit was decreased significantly dependently on
treatment concentrate and elapsed time in the treatment of H2O2. Hemoglobin concentration in the test
groups were lower than that of the control group. Red blood cell value in the test groups were significantly
lower compared to that of the control group, but recovered to the level of the control group after 5 hr. Pro-
tein concentration was significantly lower compared to that of the control group at 0 and 1 hr, but recovered
after 3 hr in 500 ppm treatment group. The superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activi-
ties were observed to be increased. Heat-shock protein 70 (HSP70) was significantly increased compared to
that of control group in all of the test groups. HSP70 mRNA groups was highly expressed in 500 ppm treat-
ment.

Key words: Olive flounder (Paralichthys olivaceus), Hydrogen peroxide (H2O2), Superoxide dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Heat-shock protein (HSP)

현재 산업적 육상 고밀도 사육시설에서 어병

의 예방 및 처리방법의 하나로 살균제, 살충제

및 항균제 등을 일정량 용해시켜 대상어종을 침

지시키고 있다. 이러한 약제 침지 방법은 대상

어류의 체표나 아가미 등 표면에서 발생되는 질

병에 치유효과가 크나 고농도 처리 시에는 어체

내 스트레스로 작용할 것으로 판단된다. 이러한

환경변화에서 발생하는 화학적 스트레스는 사

육시 성장, 번식, 대사, 삼투압조절 등 어류의 생

리적 변화를 유발시켜 양식 생산성에 큰 영향을

미친다(Cho and Yang, 1996, Varanka et al, 2001).

해산어류 종묘생산과 양성과정에 각종 질병

이 빈발함에 따라 사육수중의 병원체 살균을

위하여 어병의 예방 및 처리방법의 하나로 포
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르말린, 말라카이트그린, NaOCl 및 ClO2등 여

러 가지 약제를 일정량 용해 시켜 대상어종을

침지시킴으로써 병원균으로부터 구제하고 있다

(Raphael et al., 1981; Leteux and Meyer, 1972; Fox et

al., 1985; Speare et al., 1996). 하지만, 현재까지 가

장 보편적으로 사용되었던 포르말린 및 말라카

이트그린 독성이 널리 알려지면서 일부의 약재

에 있어서 사용 규제됨으로 인해 그 대체 약품

으로 과산화수소를 대부분 사용하고 있는 실정

이다. 과산화수소는 무색 투명한 점조 액체이며,

산화 환원 작용이 있고 비교적 안정하며 약산성

을 타나낸다. 이러한 과산화수소에 대한 독성학

적 연구는 일부 이루어져 있으나, 어체내에서의

스트레스 지표가 되는 항산화 효소의 변화 및

열충격 단백질 (HSP)등의 변화를 파악한 논문

은 전무하다고 할 수 있다.

따라서 본 연구에서는 넙치(Paralichthys oli-

vaceus)를 이용하여 살충제에 대한 화학적 스트

레스에 따른 혈액 성상, 항산화 효소 (catalase 및

superoxide dismutase) 변화 및 열충격 단백질

(Heat-shock protein)등의 변화를 조사하여 다양

한 스트레스에 대한 어체내 생리∙생화학적 반

응에 대한 지표 자료를 제공하고자 본 연구를

실행하였다.

재료및방법

실험어

본 실험에 사용한 어류는 육상 수조식 양식장

에서 사육된 넙치(Paralichthys olivaceus)로서 전

장 27.5~31.5 ㎝, 체중 246.5~285.5 g인 것을

사용하였으며, 외관상 질병의 증세가 나타나지

않은 건강한 개체를 사용하였다. 또한, 어류를

실험조건에 적응시키기 위하여 실험 전 2주 동

안 예비 사육하여 안정시킨 다음 실험에 사용하

였으며, 이때 염분 농도는 29.5~31.5 ‰, 수온은

18.0~20.5℃로 유지하였다. 예비사육 동안 사료

는 시판되는 넙치용 pellet 사료를 사용하여 1일

1회 만복 투여하였으며, 실험 기간 중 사육수에

는 공기공급을 충분히 하여 용존 산소가 평균 6

ppm 이상 유지되도록 하였다. 

과산화수소 (H2O2, 동양 Chem.)는 시판되고

있는 약품을 구매하여 사용하였다. H2O2 약욕

처리농도는 제품마다 차이를 두고 있으나, 일반

적으로 약 50~100 ppm으로 1시간 약욕을 실시

하므로, 본 실험에서는 0 ppm(대조구), 일반적인

약욕처리 농도인 100 ppm, 고농도인 300 ppm

및 500 ppm으로 각각 설정하였으며, 1시간 약욕

처리 후 순환시켜 0, 1, 3시간 및 5시간 후의 혈

액성상을 분석하였다.

혈액성상분석

혈액은 실험개시 전 넙치를 2일간 절식시킨

다음, 실험어의 미부 동맥으로부터 헤파린을 처

리하지 않은 주사기를 사용하여 마취 없이 1분

이내에 개체별로 채취하였다. 적혈구 용적(hema-

tocrit, Ht)은 채취한 전혈을 1,670 g로 30분간 원

심분리 한 후 적혈구와 혈장부분의 길이에 대한

적혈구 부분의 비율로 구하였다. 적혈구 수(red

blood cell count, RBC)는 미부 동맥에서 혈액을

체혈한 후 Hayem씨액(Ishisu)으로 200배 희석하

여 혈구 계산판으로 적혈구 수를 계수하였다. 전

혈에서의 혈당량 측정은 혈당 자동 측정기를 이

용하여 측정하였다. 또한, 나머지 혈액은 원심분

리용 튜브에 넣어 4℃에서 2시간 방치한 뒤 955

rpm에서 20분간 원심 분리하여 혈청을 분리 한

다음 -70℃에서 동결보관 한 후 혈중 총 단백질

분석에 사용하였다. 혈중 총 단백질량은 Lowry

et al. (1951)의 방법에 준하여 bovine serum albu-

min을 표준품으로 사용하여 측정하였다. 

항산화효소분석

항산화 효소는 간장과 신장을 적출하여 super-

oxide dismutase (SOD) 및 catalase (CAT)효소 활

성을 분석하였다. 간장은 적출 후 약 1g을 0.9 %

NaCl에 3회 세척 한 다음 KCl (1.17 %)을 함유
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한 100 mM phosphate buffer (pH 7.4)를 첨가하여

균질화 하였다. 균질화된 시료는 원심분리 (106

g, 15 min, 4℃)에 의해 지방 및 침전물을 제거하

였다. 균질액은 다시 원심분리 (16,060 g, 20 min,

4℃)한 후 상등액을 항산화 효소 측정용 시료로

사용하였다. SOD는 pyrogallol의 자동 산화율이

억제되는 양을 측정하는 Marklund and Marklund

(1974)의 방법으로 측정하였으며, 50 mM phos-

phate buffer (pH 8.24) 8.7 ㎖에 간장 균질액을 넣

은 후 0.3 ㎖의 3 mM pyrogallol 용액을 첨가하

여 spectrophotometer (OPRON-3000, Hanson

Tec.) 를 이용 325 ㎚에서 측정하였다. 그리고

효소활성의 1단위는 반응액 중의 pyrogallol의

산화를 50 % 억제하는 효소의 양으로 정하였다.

CAT 활성도의 측정은 H2O2를 기질로 사용하여

spectrophotometer에 의해 240 ㎚ 파장에서

H2O2가 환원되어 감소하는 흡광도로서 효소 활

성도를 측정하는 Nelson and Kiesow (1972)의 방

법에 의하여 측정하였으며, 효소 활성도의 단위

는 1분간에 1 ㎎의 단백질이 반응하여 환원시킨

H2O2를 nmol로 나타내었다. 단백질 함량은

Lowry et al. (1951)의 방법에 따라 표준 단백질

로서 BSA (bovine serum albumin)를 사용하여

Spectrophotometer로서 540 ㎚에서 측정하였다.

SDS-PAGE

넙치의 간장조직을 채취하여 분쇄 완충용액

100 mM phosphate buffer (pH 7.4)에서 Potter-

Elvehjem 호모게나이저로 분쇄하여 12,000 g에

서 원심분리하였다. 상층액을 동량의 2 x

Laemmli sample buffer (80 mM Tris-HCl, pH 6.8),

2 % SDS, 12 % β-mercaptoethanol, 15 % glycerol

및 0.012 % bromophenol blue)에 용해시켜 100℃

에서 3분간 boiling한 후 Laemmli (1970)의 방법

에 따라 SDS-PAGE을 실시하였다. 3-20 % gradi-

ent-polyacrylamide gel을 사용하여 250 V로 4시

간 동안 행한 후, 염색액 (0.136 % Coomassie

brilliant blue R-250, 45 % methanol 및 10 % acetic

acid)에서 40분간 염색한 후, 7.5 % methanol, 7.5

% acetic acid에서 탈색하였다. 분자량 측정용 표

준단백질은 myosin (200 kD), β-galactosidase (116

kD), phosphorylase b (97 kD), bovine serum albu-

min (66 kD), ovalbumin (45 kD)및 carbonic anhy-

drase (31 kD)를 사용하였다. 

Western blot

Western blot은 Towbin et al. (1979)의 방법을

변형하여 실시하였다. SDS-PAGE에 의해 분리

된 단백질을 15 V에서 4시간 동안 nitrocellulose

(NC) 막으로 전사시킨 후 Ponceau S 용액 (0.2

% Ponceaus, 3 % trichloroacetic acid 및 3 % sul-

fosalicyclic acid)으로 전사됨을 확인하였다. 그

후 항체의 비특이적 결합을 막기 위해 3 % bovin

serum albumin과 0.05 % Tween 20이 함유된 0.1

M Tris buffered saline (TTBS, pH 7.4)을 이용하여

40분 상온에서 약하게 흔들면서 blocking 시켰

다. Blocking이 끝난 후 HSP-70 (Sigma, H5147)

에 대한 항체를 NC막에 첨가하여 1시간 동안

실온에서 배양한 후, TBS-T (0.05 % Tween20 in

TBS)로 5분씩 3회 세척하였다. Alkaline phos-

phatase-conjugated goat anti- mouse IgG로 1시간

동안 실온에서 배양하고 TBS-T 용액으로 5번

세척한 후, diaminobenzidine (DAB, 0.1 %)와

0.03 % H2O2가 함유된 100 mM PBS (pH 7.2)로

발색을 유도하였다.

RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain

reaction)

동결된 조직에 Tri-Reagent (Sigma)을 첨가 한

후 homogenizer를 사용하여 4℃에서 마쇄시켰

다. 마쇄조직에 chloroform을 넣어 얼음 위에서

5분간 방치한 뒤 4℃에서 14,000 rpm으로 5분간

원심분리 후 상층액을 새로운 tube에 옮겨 담고

isopropanol을 넣어 RNA를 침전시켰다. RNA

침전물은 diethylpyrocarbonate (DEPC) 용액을

넣어 녹이고 -70℃에 보관하면서 실험에 사용하

였다. 추출한 RNA 1 μg을 사용하여 14.25 ul 용

량으로 역전사를 시행하였으며, RNA 1 μg,

H2O2 처리에 따른 어류에서의 생리학적 변화
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RNase inhibitor, oligo-(dT) 15 primer, 2.5 mM

dNTP, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2

및 reverse transcriptase를 넣어 25℃에서 5분, 42

℃에서 60분, 70℃에서 15분간을 각각 반응시켜

cDNA를 합성하였다.

cDNA를 증폭시키기 위하여 cDNA 1.0 μl, 10x

PCR buffer 9.9 μl, MgCl2 7.8 μl, dNTPs 2.0 μl (0.2

mM), primer (sense) 1.0 μl (50 pmole), antisense

1.0 μl (50 pmole), Taq polymerase 1.0 μl 및 Nucle-

ase-Free Water 76.3 μl를 혼합하여 94℃에서 1분

간 denaturation, 55℃에서 1분간 annealing, 72℃

에서 2분간 extension 조건으로 30회 증폭하고,

이 후 72℃에서 5분간 더 반응시켰다. HSP-70

mRNA에 대한 oligonucleotide primer는 (주)바

이오니아에서 다음과 같이 합성주문하였다

(Table. 1). 양성 대조로 사용할 oligonucleotide

primer는 β-actin mRNA로 사용하였다.

PCR로 증폭된 산물은 1 % agarose gel에서

100 V로 전기영동하여 분리하였으며, 100 bp

DNA ladder를 size marker로 사용하여 UV tran-

silluminator하에서 사진 촬영하였다.

통계처리

각 실험에서 얻어진 자료에 대한 값의 유의차

유무는 SPSS-통계 패키지에 의한 ANOVA로 분

석하여 Duncan‘s multiple range test로 검정하였

으며, P<0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 판정

하였다. 

결 과

혈액성상변화

H2O2 처리에 따른 넙치에서 혈액 생리학적

변화를 조사한 결과 Ht수치는 약욕 후 0시간째

100 ppm을 제외한 300 ppm 및 500 ppm 처리구

에서 각각 25.83±1.30 및 22.67±0.28 %로 대

조구 33.89±0.70 %보다 현저하게 감소되는 경

향을 나타내었고 1시간 경과 이후에는 모든 그

룹에서 낮은 값을 나타내었다(Fig 1, P<0.05). 또

한, 5시간째에는 500 ppm 처리 그룹에서 18.67

±0.50 %로 최고 낮은 값을 나타내었다. Hb인

경우에는 100 ppm 및 300 ppm 처리구에서 처리

이후 1과 3시간째 각각 5.17±0.48 와 5.08±0.36

g/dl로 현저하게 감소하는 경향을 보였으나 그

외의 다른 그룹에서는 유의한 차이가 나타나지

않았다(Fig 1). RBC 수치는 실험전 대조구보다 3

시간까지 전반적으로 감소하는 경향을 보였으

나, 5시간 경과 후에는 고농도인 500 ppm 처리

구에서 대조구 보다 증가하는 경향을 나타내었

다(Fig 2, P<0.05). 혈청에서의 총 단백질 농도는

대조구 7.15±0.11 mg/ml에 비해 처리 이후 0시

간째 500 ppm 처리구에서 5.88±0.37 mg/ml로

현저하게 감소하는 결과를 나타내었으며, 이후

5시간째까지 지속적으로 증가하는 결과를 나타

내었으나 대조구와 비교하여 유의한 차이는 나

타나지 않았다(Fig 2). 하지만, 100 ppm 처리구인

경우에는 이와 반대로 0시간째 일시적으로 증가

최미경∙여인규

Table 1. Oligonucleotide of primers for heat-shock protein 70 mRNA and β-actin

RNA Expected Primer sequence
species size

β-actin mRNA 520 bp
5-GCCAACAGGGAGAAGATGAC-3

5-ACGTCGCACTTCATGATGC-3

HSP-70 mRNA 627 bp
5-GVACATTCTCAGACTTGTCWCC-3

5-CATCAATGAACCAACTGCTGC-3

bp : base pairs
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Fig. 1. Changes of hematocrit (Ht) value and hemoglobin
(Hb) count in olive flounder (Paralichthys olivaceus)
exposed to various hydrogen peroxide concentrations. Ver-
tical bars indicate standard deviations; *significant differ-
ence between control and exposure group (P<0.05).

Fig. 2. Changes of RBC (red blood cell) count and total pro-
tein in olive flounder (Paralichthys olivaceus) exposed to
various hydrogen peroxide concentrations. Vertical bars
indicate standard deviations; *significant difference
between control and exposure group (P<0.05).

하는 경향을 보였으나 유의한 차이는 나타나지

않았다. 하지만, 1시간 경과 이후 지속적으로 낮

아지다가 5시간째에는 5.96±0.20 mg/ml로 현저

하게 낮은 값을 나타내었다.  

항산화효소변화

H2O2 1시간 약욕 처리 이후 어류 간장에서의

SOD 활성은 100 ppm 처리구인 경우 전 시간에

서 유의한 차이를 보이지 않았으나, 300 ppm 및

500 ppm 처리구인 경우에는 대조구 8.24±3.60

unit/㎎ protein/min에 비해 H2O2 처리 이후 0시

간째 각각 20.62±3.50 및 15.51±1.00 unit/㎎

protein/min로 효소 활성의 현저하게 증가하는

경향을 보였고 3시간째 각각 7.24±5.00 및

12.06±1.50unit/㎎ protein/min으로 낮아지는 경

향을 보였으나, 대조구와 비교하여 유의한 차이

는 나타나지 않았다(Fig 3). 하지만, 5시간 후에

는 300 ppm 처리구에서 대조구와 비교하여 현

저하게 증가되는 결과를 나타내었다(Fig 3A).

CAT효소 활성인 경우에는 대조구 1.62±0.24×

106 nmol/mg protein/min과 비교하여 100 및 500

ppm 처리구에서 실험 전 구간에 걸쳐 현저하게

증가되는 경향을 보였으며, 약욕처리 이후 3시

간째 500 ppm 처리구에서 5.08±0.63×106

nmol/mg protein/min로 최고 높은 효소 활성을

보였다(Fig 3). 하지만, 300ppm 처리구인 경우에

는 0시간째에는 증가하는 경향을 보였으나, 이

후 1시간째 급속히 감소되는 결과를 나타내었고

이후 5시간째까지 점진적으로 증가되는 결과를

나타내었다. 

H2O2 처리에따른 HSP70의양적변화조사

H2O2 약욕 처리에 따른 HSP70의 발현 양상

을 관찰하기 위하여 약욕 처리 이후 3시간째에

넙치 간장으로부터 단백질을 분리하여 SDS-전

기영동 후 Western blot을 실시하였다. 그 결과

대조구와 실험구에서 각각 HSP70이 유도되는

것이 확인되었다(Fig. 4B). 대조구와 비교하여

모든 실험구에서 현저하게 높게 유도되었으며,

그중 100ppm 처리구에서 HSP70 단백질 발현량
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의 가장 높게 유도되었으며, 300 및 500 ppm 처

리구에서도 대조구에 비해 높은 수치를 나타내

었다(Fig. 5). 그러나 HSP70 mRNA 발현은 약욕

처리이후 대조구와 비교하여 100 및 300 ppm

에서는 유의한 차이를 나타내지 않았으나, 500

ppm에서는 유의하게 높은 수치를 나타내었다

(Fig. 6 and 7).

고 찰

일반적으로 어류 양식에서 사육중인 어체가

주로 받는 스트레스로는 크게 화학적 요인과 물

리적 요인 등으로 나눌 수 있는데, 이들 중 화학

적 요인으로는 어류의 기생충 구제제로 사용되

는 포르말린(Cho and Yang, 1996) 및 황산동

(Varanka et al, 2001)과 같은 소독약제 투여 등이

있다. 이러한 환경변화에서 발생하는 화학적 스

트레스는 어체에게 생화학적인 작용을 가함으

로써 건강도에 영향을 미칠 수 있고, cate-

cholamine이나 코티졸을 과다 분비하는 내분비

반응을 유도함으로써 비축된 에너지원의 빠른

소비를 유발하여 양식 생산성에 큰 영향을 미친

다. 따라서 본 연구에서는 넙치(Paralichthys oli-

vaceus)를 이용하여 H2O2에 의한 화학적 스트레

스에 따른 혈액 성상, 항산화 효소 (CAT 및

SOD) 변화 및 열충격 단백질 (HSP)등의 변화

를 조사하였다.

오염 물질에 노출된 어류는 일반적으로 Ht 및

RBC등의 혈액성상의 변동을 일으키며, 신장기

최미경∙여인규

Fig. 5. The amount of HSP70 expression shown on the
western blot was quantitated by densitometry and normal-
ized to the total protein loaded into each lane of the gel. Ver-
tical bars indicate standard deviations; *significant differ-
ence between control and exposure group (P<0.05).

Fig. 4. Immunodetection of heat-shock protein 70 (HSP70)
in liver of olive flounder (Paralichthys olivaceus) exposed
to various hydrogen peroxide concentrations. 3-20% SDS
polyacrylamide gels (A) and Westerns blots (B): 1 line,
Marker; 2 line, 0 ppm (control); 3 line, 100 ppm; 4 line, 300
ppm; 5 line, 500 ppm.

Fig. 3. Changes of superoxide dismutase (SOD) and cata-
lase (CAT) activity in olive flounder (Paralichthys oli-
vaceus) exposed to various hydrogen peroxide concentra-
tions. Vertical bars indicate standard deviations; *significant
difference between control and exposure group (P<0.05).
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Fig. 7. The amount of HSP70 mRNA expression was quan-
tiated by densitometry and normalized to the β-actin loaded
into each lane of the gel. Vertical bars indicate standard
deviations; *significant difference between control and
exposure group (P<0.05).

Fig. 6. Expression of HSP70 mRNA in liver of olive floun-
der (Paralichthys olivaceus) exposed to various hydrogen
peroxide concentrations. 1 line, 0 ppm (control); 2 line, 100
ppm; 3 line, 300 ppm; 4 line, 500 ppm.

능의 장애를 일으켜 조혈기관의 손상을 주는 것

으로 알려져 있다(Kang and Jee, 1999; Cho et al,

2002). 이전의 연구에서 malathion, formalin, 살충

제, 중금속, 카드뮴 및 염소계 화합물에 노출된

어류에서 Ht 및 RBC등의 혈액인자가 감소되는

것으로 알려지고 있다(Edosa et al., 1994; Khattak

and Hafeez, 1996; Kang and Jee, 1999; Zikic et al,

2001; Cho et al, 2002; Costa et al, 2004). 이러한 Ht

및 RBC의 감소는 일반적으로 빈혈을 일으키는

것으로 알려지고 있는데(Edosa et al, 1994; Khat-

tak et al, 1996), 본 실험에서도 H2O2 노출에 의한

혈액의 Ht와 RBC 수가 상기의 결과들과 같이

감소되는 결과를 초래하였다. 이러한 혈액성상

에서의 감소는 적혈구 수축, 용혈 및 적혈구 세

포의 재생속도 감소 등에 기인하여 감소되는 것

으로 알려지고 있다(Costa et al, 2004). 따라서 본

연구의 결과에서 나타난 결과는 과도한 살충제

의 사용에 의해 적혈구의 수축 및 재생속도의

영향을 미치는 것으로 추정된다.

스트레스에 의한 생체내 호르몬 분비는 대부

분 시상하부-뇌하수체-부신피질계의 조절기전

에 의존하여 이루어지는데(Choi and Kim, 1990),

이 기전의 말초 호르몬인 코티졸 함량은 어체가

받는 스트레스 반응의 지표로 널리 이용되며

(Donaldson, 1981), 글루코오스는 스트레스 반응

에 의해 생성된 코티졸이 에너지 대사에 작용하

여 단백질의 파괴로부터 방출된 아미노산으로

부터 포도당 신생합성 (gluconeogenesis)이 촉진

되어 그 농도가 증가하는 것으로 알려져 스트레

스와 대사의 지표로 사용되고 있다(Vijayan and

Moon, 1994). 또한, 혈청 단백질량은 성장, 질병

및 스트레스 등에 차이가 있는 것으로 알려져

있으며(Harbell, 1979; MacFaddin and Brown,

1979; Fasaic and Palackova, 1990), 최근 환경오염

지표로 사용되고 있다(Ito and Murata, 1990). 본

연구에서는 H2O2 500ppm 처리구에서 글루코오

스의 증가 및 혈청 단백질 농도의 감소를 나타

내는 결과를 나타내었다. 글루코오스 농도의 증

가 및 혈청 단백질 농도의 감소는 환경오염 물

질인 hexachlorobenzene (HCB), 카드뮴 및 petro-

leum에 각각 노출된 잉어 및 금붕어에서 혈청

글루코스 농도는 증가되고 단백질 농도는 감소

되었다는 이전 연구 결과와 유사하였다(Gluth

and Hanke, 1984; Yamazaki et al, 1986; Shen et al.

1997; Zikic et al, 2001). 따라서 이러한 결과들은

급성 스트레스에 따른 젖산이 생성됨으로 인하

여 혈액이 산성화되어 생체내 산소수급에 문제

가 발생하기 때문에, 호기성 대사에서 필요한

양의 에너지를 얻을 수 없었을 것으로 생각된

다. 따라서 고농도의 코티졸이 글루코스 신생합

성 과정을 활성화시킴에 따라, 다량으로 생성된

글루코스가 혐기적 대사를 촉진시켜 에너지 수

H2O2 처리에 따른 어류에서의 생리학적 변화
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급에 대처한 결과라고 생각되어진다.

한편, 스트레스에 의해 발생하는 활성산소는

내인성 제거제인 SOD와 CAT가 생체에 무해한

분자들로 전환시킨다(Forman and Fridovich,

1973; Wendel and Feuerstein, 1981). 이러한 항산

화 효소는 어류 종, 조직 및 계절에 따라 항산화

효소 활성이 변화하는 것으로 알려져 있다(Ak-

snes and Njaa, 1981; Wdzieczak et al. 1981;

Gabryelak et al. 1983). 카드뮴에 노출된 금붕어,

틸라피아 및 황산동에 노출된 어류에서 SOD

및 CAT 효소 활성이 증가되는 것으로 보고되어

있다(Dedrajas et al, 1996; Zikic et al, 2001; Basha

and Rani, 2003). 본 실험에서도 H2O2 처리시

SOD, 및 CAT 효소활성이 현저하게 증가되는

결과를 나타내었다. 이러한 결과는 H2O2 처리는

다른 오염물질 등과 같이 산화적 대사를 유도할

수 있다는 것을 암시하며, 어류 조직 내 산화적

손상을 유발할 것으로 생각되어진다.

HSP70은 잘 알려져 있는 열충격 단백질로서

정상 세포에서는 chaperone의 기능을 하여 단백

질의 폴딩, 올리고머의 해체, 단백질의 운반 및

전위를 돕는다(Landry and Gierasch, 1994; Wynn

et al. 1994). 또한, 열충격 등의 스트레스에 유도

되어 스트레스로부터 유발될 수 있는 단백질 손

상을 방어하는 기능을 한다. 이러한 HSP-70은

최근 들어 독성물질의 노출 또는 스트레스의 지

표로 사용되고 있으며, 비소, β-naphthoflavone

(BNF), dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), 포르

말린 및 phenoxyethanol등의 화학물질에 장기간

노출될 경우 발현이 증가되는 것으로 알려져 있

다(Weber and Janz, 2001; Weber et al. 2002; Zarate

and Bradley, 2003). 본 실험에서도 H2O2의 약욕

처리에 의해 HSP70 발현이 증가되었다. 이러한

결과로 볼 때 H2O2 처리는 어류에 있어서 생체

내 화학적 스트레스로 작용하는 것으로 생각되

어진다. 또한 HSP70 mRNA 발현양에 있어서도

증가되는 경향을 나타내어, H2O2에 의해 HSP

70의 발현이 증가되어 생체내 방어기작의 일환

으로 작용한다고 판단된다. 그러나 mRNA의 증

가는 HSP70 단백질의 증가보다 둔감하여, 낮은

H2O2의 농도에서는 translation의 증대만으로 증

가된 HSP70의 수요를 충족하지만, 그 이상의

요구량이 증가하게 되면 transcription의 단계를

촉진하여 mRNA의 발현을 증가시킬 가능성이

있는 것으로 판단된다.

이상의 결과들을 종합하여 볼 때, 화학적 스트

레스로 작용할 수 있는 과도한 양의 과산화수소

처리는 혈액 성상의 변화를 가져와 스트레스로

작용함으로서 이에 대한 방어기작으로 항산화

효소인 SOD 및 CAT 효소 활성이 증가되는 것

으로 판단된다. 또한, 2차적으로 HSP-70 단백질

을 생성하여 스트레스에 의한 세포 내 단백질의

변성을 억제시켜주는 것으로 생각되어진다. 

요 약

본 연구에서는 넙치(Paralichthys olivaceus)를

이용하여 과산화수소(H2O2)처리농도에 따른 체

내에서의 혈액생리학적 변화, 항산화효소 및 열

충격단백질(HSP)등의 변화를 조사하여 화학적

스트레스에 대한 기초자료를 제공하고자 본 실

험을 수행하였다. H2O2의 실험구는 각각 0(대조

구), 100, 300 및 500 ppm으로 설정하였으며, 1

시간 약욕처리 후 순환시켜 1, 3 및 5시간 후에

혈액성상을 분석하였다. 그 결과, H2O2 처리에

의한 혈액성상에서의 헤마토크리트 수치인 경

우에는 농도 및 시간에 의존하여 유의하게 감소

되는 경향을 나타내었다. 헤모글로빈의 농도에

있어서도 대조구에 비하여 낮은 수치를 나타내

었다. 또한, 적혈구 수에서도 대조구와 비교하여

3시간까지 유의하게 낮은 수치를 나타내었으나,

5시간 경과 후에는 이전 대조구 수준으로 회복

되는 경향을 나타내었다. 단백질 농도는 500

ppm 처리구에서 0시간 및 1시간째 대조구와 비

교하여 유의하게 낮은 수치를 나타내었으나, 3

시간 경과 이후 회복되는 경향을 나타내었다.

최미경∙여인규
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SOD 및 CAT 효소활성은 유의하게 증가되는

결과를 나타내었다. 또한, HSP70 단백질량이 대

조구에 비해 전 실험구에서 유의하게 증가되었

으며, HSP70 mRNA량은 500 ppm 처리구에서

유의하게 높게 발현되는 경향을 나타내었다.  
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