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서   론

우리나라 어류 양식의 문제점으로 고밀도 사육

에 따른 사육환경 악화와 질병 등에 의해 단위면적

당 생산량이 감소하고 있으며, 항생제 오남용에 의

한 체내 잔류와 내성균의 출현으로 항생제 사용은 

한계에 이르고 있다. 이를 해결 하기위한 방법의 

하나로 사료 내에 각종 생리활성 및 면역증강 물질

을 첨가하여 급여함으로써 불특정 질병에 대해 광

진피(Citurs unshiu Markovich)추출물이 틸라피아(Oreochromis 
niloticus)의 성장률 및 항균효과에 미치는 영향
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Citurs unshiu Markovich is a medicinal product of dried tangerine peel (DTP). It is effective on 
antioxidation, and getting fame as a medicine and functional food. By utilizing DTP as a feed additive, 
we aim to enhance the growth rate, innate immunity, and bacterial infection resistance to Tilapia. 
The DTP extract was added to the feed weight by 0.1, 0.5, 1, 5% and then fed to tilapia for 7 
days to evaluate the innate immunity parameter, growth rate and anti-bacterial activity. Innate immunity 
parameter results showed that the ROI was significantly higher in the 5% group added at high 
concentration, while showing decrease or no differences in other experimental groups. In other 
parameters, all the experimental groups showed no significant difference or decreased compared to 
the control group. The challenge test showed a high survival rate of 71% in the 0.5% group and 
the lowest in the control group (36%). For the growth rate, the feed efficiency was improved in 
all groups except for the 0.1% group compared to the control group. In conclusion, DTP extract 
has bacterial resistant effect in while not affecting innate immune system of fish. Also, it has shown 
the potential as a possible feed additive as it has brought the improvement on feed efficiency ratio.
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범위한 방어력을 증강 시키고자 하는 시도가 많이 

이루어지고 있다 (Baek et al., 2013).
진피 (dried tangerine peel, DTP)는 대한약전에 귤

나무 (Citrus unshiu Markovich) 열매껍질의 건조물

로 정의되어 있는 약재이다. 정량할 때 환산한 건

조물에 대하여 Hesperidin (CHO:610.56)이 

4% 이상을 함유하도록 대한약전에 규정되어 있다 

(Kim et al., 2007; Moon et al., 2012). Hesperidin은 

폴리페놀의 일종인 flavonoid glycoside로서 심장의 

수축력을 증강 시키며, 혈압강하 작용, 장관·기관·
자궁의 평활근에 대한 이완작용, 항산화 작용, 항
암작용, 항염작용, 항 궤양 작용, 항바이러스 작용, 
이담작용, 항균작용, 악취 제거작용 등이 보고되었

다 (Ham et al., 2008). 또한 폴리페놀류, 비타민류, 
limonoid류 등의 다양한 화합물을 함유하고 있는

데 과일의 질병 억제 기능이 최근 연구에서 폴리페

놀 및 플라보노이드 등의 기능성 성분이 많이 밝혀

지고 있어 의약품 소재 및 기능성 식품으로의 가능

성을 인정받고 있다 (Park et al., 2011). 이러한 감귤

류를 이용하여 양식 넙치가 질병 저항성을 갖추도

록 하기 위해 추출물을 사료첨가제로 사용하려는 

시도가 있었으며 유자가 많은 양으로 함유된 사료

를 먹인 넙치 혈청의 항균활성이 유의적으로 높게 

나온 것으로 나타났다 (Jung et al., 2010). 감귤류의 

여러 성분 중에 비타민 C가 특히 높은 비중을 차지

하는 것으로 알려져 있으며 (Lim et al, 2005) 항산

화 효과 및 면역력 증진효과를 기대할 수 있을 것

으로 본다. 본 연구는 세균성 질병에 대한 대책의 

일환으로 틸라피아를 대상으로 진피추출물을 첨

가한 사료를 급여하여 성장률을 측정하고 선천성 

면역지표 및 항균능을 평가하였다.

재료 및 방법

실험어 및 실험수조

실험어는 평균 체중 67±2.5g의 틸라피아 

(Oreochromis niloticus)로 200 미를  군산대학교 양

어장에서 분양받아 실험수조에 순치시켰다. 실험

에 사용된 수조는 200 ℓ 원형수조로 수온은 25±1℃
로 유지하였으며 순환여과식 사육법을 사용하였

다. 순치 전 틸라피아는 50 ppm 의 oxytetracycline

으로 1시간 동안 약욕하였다. 환수는 3일에 한번 

80%씩 sodium thiosulfate를 이용하여 염소를 제거

한 수돗물을 사용하였다.

병원성 균주

실험에 사용된 병원성 균주는 Edwardsiella tarda 
(E. tarda, KCTC 12267)로 Korean Collection for 
Type Culture (KCTC)에서 분양받은 후 -80℃에서 

보관 중인 균주를 사용하였다. 실험 전 균주를 해

동하여 brain heart infusion (BHI, BD, New Jersey, 
US) broth에 접종하고 25℃에서 24시간 배양 후 

Salmonella Shigella (SS, BD, New Jersey, US) agar
로 계대하였다. 이 후 형성된 흑색 집락을 취하여 

BHI broth로 계대배양 함으로써 균주를 유지하였

다.

진피 추출물 첨가사료 및 급여

본 연구에 사용된 진피는 (유)금성상공(김제시 

소재)으로부터 기증받았으며 진피추출물을 제작

하기 위해 D.W. 100 ml당 진피 10 g을 수분이 충분

히 흡수되도록 overnight 침지 한 후 균질화시켜 

멸균된 천으로 착즙 하였다. 진피추출물을 사료 중

량 대비 각각 0.1%, 0.5%, 5% 만큼 첨가하였다. 제
작 시 각 사료 100 g 당 D.W. 39.9 ml에 진피추출 

물 0.1 ml를 첨가한 군, D.W. 39.5 ml에 진피추출 

물 0.5 ml를 첨가한 군 및 D.W. 35 ml에 진피추출 

물 5 ml를 첨가한 군을 각각 0.1%, 0.5% 및 5%군으

로 명명하였다. 진피추출물 없이 D.W. 40 ml을 사

료 100 g에 흡착시킨 군을 대조군으로 하였다. 플
라스틱 통에 사료를 넣고 각각의 방법으로 진피추

출물을 첨가한 후 골고루 흔들어주어 사료 전체에 

흡착이 되게 한 후 tray에 넓게 펼쳐서 건조 시켰다. 
제작한 사료는 사용할 때까지 -20℃에 보관하였

다. 진피추출물의 적정 첨가농도를 알아내기 위해 

대조군을 포함한 진피추출물 0.1%, 0.5% 및 5%로 

각각 첨가된 사료를 각 실험군 당 틸라피아 20 미
를 대상으로 7일간 급여 후 성장률을 측정하였다. 
각 실험군 총 20 미 중 6 미를 선천성 면역지표 

측정에 사용하였고 14 미를 항균능 평가에 사용하

였다.
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ㄴ백혈구 수집

백혈구 수집 방법은 Santarem et al. (1997)의 방

법을 사용하였다. 틸라피아를 해부하여 신장을 적

출한 뒤 4 ml의 Dulbeco's modified eagle's medium 
(DMEM, Sigma, St. Louis, USA)+10% fetal bovine 
serum (FBS)+1% penicillin-streptomycin solution 
(Sigma)에 넣었다. 적출한 신장은 104 μm Spectra/ 
Mesh Woven Filgers stainless steel mesh (Spectrum 
Laboratory, Inc., LA, USA)에 올려놓고 압착시켜 

백혈구를 방출시킨 후 histopaque-1077 (Sigma)을 

이용하여 2500×g, 4℃에서 40분간 원심분리한 후 

형성된 buffy-coat층에서 백혈구를 수집하였다. 수
집한 백혈구는 DMEM으로 220×g, 4℃에서 5분간 

2회 세척한 후 hematocytometer (Fortuna, Germany)
를 이용하여 세포수를 확인하였고 동일한 세포 수 

(1×106 cell/ml)가 되도록 희석하여 실험에 사용하

였다.

혈청 수집

혈청 수집을 위해 틸라피아의 미병부에서 26 G 
needle을 부착한 1 ml 주사기로 채혈하였다. 채취

한 혈액은 4℃에서 overnight한 후 1200×g로 10분
간 원심 분리하여 혈청을 수집하였으며 실험에 사

용할 때까지 –20℃에 보관하였다.

호흡폭발능

선천성 면역반응의 일종인 활성산소 생성 수준

을 비교하기 위해 Nitroblue tetrazolium (NBT)의 환

원 능력을 조사하였다 (Secombes et al., 1988). 백혈

구 200 ㎕를 96 well plate에 넣고 220×g, 4℃에서 

5분간 원심분리한 후 상층액을 제거하였다. PBS로 

washing하고 1 μg/ml의 phorbol myristate acetate 
(PMA)를 첨가한 1 μg/ml의 NBT를 각각 100 ㎕씩 

첨가하여 상온의 암실에서 1시간 동안 배양하였

다. 배양 후 220×g, 4℃에서 5분간 원심분리한 후 

상층액을 제거하고 PBS로 2회 washing 하였다. 
KOH 120 μl와 140 μl dimethyl sulfoxide (DMSO, 
Sigma)를 첨가한 후 Sunrise micro plate reader 
(TECAN, Männedorf, Swiss)로 620 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

Phagocytosis 활성

Phagocytic activity (PA)는 Pulsford et al., (1994)
의 방법으로 측정하였다. Chamber slide (Thermo 
scientific, Nunc, Waltham, US)에 분리한 백혈구를 

200 μl씩 분주한 후 상온의 암실에서 overnight 배
양하였다. 배양 후에 zymosan (1×106 cell/ml, Sig-
ma)을 well당 10 ㎕씩 분주한 후 상온의 암실에서 

overnight 배양하였다. 배양 후 220×g, 4℃에서 5분
간 원심분리하고 상층액을 제거하여 PBS로 2회 

washing 하였다. 70% methanol로 고정하고 220×g, 
4℃에서 5분간 원심분리한 후 상층액을 제거하였

다. Chamber slide의 덮개와 well을 분리하여 상온.
에서 건조 시킨 후 고무를 제거하여 다시 건조 시

켰다. 건조 후에 Wright giemsa stain을 첨가하여 2
분간 염색하고, Wright giemsa stain이 있는 상태에

서 완충액을 같은 양을 첨가하여 4분간 처리한 후 

D.W.로 세척하고 건조 시켰다. 광학현미경 (CX-41, 
Olympus, Tokyo, Japan)으로 검경 하여 무작위로 

100개의 백혈구 숫자를 센 후 zymosan을 잡아먹은 

백혈구의 수를 세어 아래와 같은 공식을 이용하여 

PA를 구하였고 식세포 작용을 한 백혈구의 숫자를 

zymosan의 수로 나누어 phagocytic index (PI)를 구

하였다.
PA = 탐식 세포 수 / 세포 100개 × 100 (％)
PI = zymosan의 수 / 탐식 세포 수

Lysozyme 활성

Micrococcus lysodeikticus (Sigma)를 0.2 M citrate 
phosphate buffer (pH 5.8)에 2 mg/ml 농도로 부유시

킨 용액을 96 well plate 각 well 당 70 μl을 넣고 

채취한 혈청을 30 μl씩 분주한 후 30초부터 4분 30
초까지 반응시켜 감소하는 흡광도의 양을 Sunrise 
micro plate reader (TECAN)로 405 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 1 unit는 분당 0.001의 흡광도가 감

소하는 양으로 나타내었다.

ACH50 측정

Alternative pathway complement hemolysis 50 
(ACH50) 측정은 Yano (1992)의 방법을 이용하여 

분석하였다. 토끼의 혈액을 채취하기 위해 23 G 
needle을 부착한 5 ml 주사기에 500 IU의 헤파린을 
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처리하고 이개정맥에서 혈액을 채취하여 histo-
paque-1077 (Sigma)을 이용하여 적혈구를 분리하

였다. 분리된 토끼의 적혈구 (rabbit red blood cell, 
RaRBC)를 0.01 M ethylene glycol tetraacetic acid- 
Mg-gelatin veronal buffer (EGTA-Mg-GVB)로 2회 

washing한 후 1×108 cells/ml의 농도로 희석하여 사

용하였다. 틸라피아 혈청을 PBS로 12배 희석한 후 

96 well plate에 well 당 200, 150, 100, 50 μl씩 분주

하고 EGTA-Mg-GVB를 각각의 well에 총량이 200 
μl가 되도록 분주하였다. RaRBC를 각각의 well에 

100 μl씩 분주하여 25℃에서 1시간 동안 반응시킨 

후 220×g, 4℃에서 5분간 원심 분리하였다. 형성된 

상층액 100 μl을 취하여 Sunrise micro plate reader 
(TECAN)를 이용하여 405 nm에서 측정하였다. 용
혈된 적혈구 (Y)는 Y/(1−Y) 공식을 이용하여 50%
의 용혈을 계산한 뒤 unit/ml를 산출하였다.

성장률 측정

틸라피아를 수조에 순치시킨 후 실험사료를 급

여하기 전 최초무게를 측정하였고 7일간 첨가 사

료 급여 후 공격실험 전에 최종무게를 측정하여 

성장률을 측정하였다. 첨가 사료는 하루에 어체 중

량의 2%만큼 급여하였다. 섭취한 사료양은 사료를 

공급한 지 30분 후에 섭취하지 않은 사료를 전부 

채취하여 건조 시킨 후 전체 공급량에서 제외하여 

측정하였다. 최종무게 측정 후 증체량, 증체율, 일
일 성장률 및 사료계수를 산출하였다.

항균능 평가

항균능 평가에 사용된 균주는 E. tarda로 공격접

종 전 SS agar에서 형성된 흑색 집락을 취하여 10 
ml의 BHI broth에 계대배양하고 25℃에서 24시간 

배양하였다. 공격접종은 2×108 CFU/ml 균주를 100 
㎕씩 복강 주사하였다. 접종 이후에 실험 사료 각

각을 계속해서 급여해 주면서 각 군 별로 9일 간 

생존한 마리 수를 생존율로 환산하였다.

통계분석

데이터를 평균과 표준편차 (mean±S.D.)로 표현

하고 각 그룹 간의 유의성 검정을 위해 ANOVA 
분석 후 Newman-Keuls 검정을 사후비교로 사용하

였다. 유의성의 판단 기준은 P<0.05일 경우 유의성

이 있는 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

본 연구에서 사용된 진피는 다량의 비타민 C와 

폴리페놀 및 플라보노이드를 함유하여 천연 항산

화제로 활용되고 있으며 한의학에서는 건강보조

식품이나 감기 예방의 목적으로 활용되고 있다. 이
러한 진피의 강력한 항산화능을 이용하면 어류양

식에서 면역증강 효과를 기대할 것이라는 예상과

는 달리 진피추출물 첨가 사료를 급여한 틸라피아

를 대상으로 선천성 면역지표의 하나인 호흡폭발

능(ROI)을 측정한 결과 고농도 진피를 첨가한 5%
군에서 대조군에 비해 유의적인 증가가 있었으나 

그 이외 다른 군에서는 대조군과의 유의적 차이가 

관찰되지 않았다 (Fig. 1a). 
대식세포의 활성 정도를 알아보기 위해 phag-

ocytic activity (PA)와 phagocytic index (PI)를 측정

해 본 결과 ROI의 경우와 마찬가지로 0.1%와 0.5%
군에서는 대조군과 유의적인 차이가 없었으나 오

히려 5%군에서는 대조군에 비해 식세포 활성이 유

의적으로 감소하는 것으로 나타났다 (Fig. 1b & c). 
또한 lysozyme 활성 및 ACH50의 면역지표 측정 

결과 대조군에 비해 모든 군에서 유의적인 차이가 

관찰되지 않았다 (Fig. 1d & 1e). Jung et al. (2010)에 

따르면 유자 첨가 사료를 넙치에 급여한 후 선천성 

면역지표인 lysozyme 활성을 측정한 결과 모든 실

험군에서 대조군과 비교하였을 때 유의적인 차이

가 나타나지 않았다고 보고하고 있다. 또한 can-
osina red grape의 폴리페놀 추출물을 농어에 급여

하여 신장의 melanomacrophages에서 면역반응을 

측정한 결과 특정농도의 군에서 항산화 효소의 활

성 감소와 세포독성이 나타났다(Marcella et al., 
2017). 이러한 결과를 고려해 볼 때 본 연구에서 

사용된 진피추출물은 어류의 선천성 면역 지표에

는 영향을 주지 않으나 고농도에서는 오히려 세포

독성을 유발 시킬 수 있을 것으로 추정된다. 
Fig. 2는 대조군을 포함한 각 실험군의 틸라피아

에 복강으로 E. tarda를 인위감염 시킨 후 7일간의 

생존율을 보여주고 있다. 진피추출물 첨가 사료를 
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틸라피아에 급여 시 선천성 면역 지표에는 영향을 

주지 않는 실험결과에도 불구하고 0.5%군에서 다

른 실험군은 물론 대조군에 비해 월등히 우수한 

71%의 생존율을 보였다. 이에 비해 0.1%군 및 5%
군에서는 각각 50%와 43%의 생존율을 보였으며 

대조군은 36%로 가장 낮았다. 

Antonio et al. (2010)에 따르면 감귤류의 추출물

이 in vitro에서 항균능을 나타내었는데 이러한 효

과는 추출물 성분 중 가장 많은 함유량을 가진 li-
monene에 의한 것이라고 밝히고 있다. Kim et al. 
(2009)은 유자 첨가 사료로 사육된 넙치의 조직에 

limonene 함유량이 대조군에 비해 유의적으로 많

은 것으로 보고하고 있다. 이러한 결과들을 고려해 

볼 때 진피 추출 성분 중 limonene 등과 같은 오일

성분의 천연물질이 틸라피아의 선천성 면역에는 

영향을 주지 않으면서 직접적으로 병원균에 작용

하여 질병이 예방된 것으로 보인다. 
대부분의 질병 예방을 목적으로 하는 사료 첨가

제는 면역력을 증강 시켜서 병을 예방하는 형태로 

개발되었다. 사료 첨가제로 널리 알려진 것으로 효

모의 세포벽 유래의 β-1,3-glucan (Zhu and Wu, 
2018; Marta et al., 2018), 항산화제로 glutathione 
(Xiaoxia et al., 2018), 생균제로 Bacillus subtilis 
(Nayak, 2007; Kumar et al., 2008; Aly et al., 2008; 
Baek et al., 2013; Lee et al., 2017, Choi et al., 2018), 
Lactobacillus plantarum (Son et al., 2009; Geovana 
et al., 2011), Saccharomyces cerevisiae (Mohamed et 

(a) (b) (c)

                (d)  (e)

 

Fig. 1. Effects of dietary dried tangerine peel (DTP) on ROI. (a), phagocytic activity (b), phagocytic index (c), lysozyme 
activity (d) and ACH50 (e) in nile tilapia. Data represent the mean±S.D. (n=6). Different letters above the bars 
indicate significant differences (p<0.05) in different groups.

Fig. 2. Survival rates of Nile tilapia for 7 days following 
Edwardsiella tarda (2×108 CFU/mL) challenge. Nile ti-
lapia  were fed 0.1, 0.5 and 5% DTP added diet for 
7 days, respectively followed by immersion infection 
with E. tarda. Normal diet was fed as a control. This 
is the representative of three repeated experiments.
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al., 2010; Marina et al., 2015) 등이 있으며 이러한 

첨가제들은 외부에서 침투해 오는 세균을 숙주의 

면역력 증진을 통해 예방시키는 것으로 알려져 있

다. 
한편으로 첨가 사료를 7일 동안 공급한 후 나타

난 틸라피아의 성장률 및 사료계수를 Table 1에 나

타내었다. 대조군에 비해 0.1%군에서 증체량, 증체

율 및 일일 성장률에서 개선되는 것으로 보였으나 

사료계수는 동일한 수치로 나타났다. 하지만 나머

지 0.5% 및 5%군에서는 모든 지표에서 대조군보

다 개선되는 것으로 나타났다. 특히 0.5%군은 선천

성 면역지표에서 대조군과 유의적인 차이를 보이

진 않았지만 항균능이 월등히 뛰어나고 사료 효율 

또한 우수하게 개선 시키는 것으로 나타나 가장 

안전하면서 이상적인 사료 첨가농도로 판단된다. 
결론적으로 본 연구에서 사용된 0.5% 농도의 진

피추출물은 그 자체로도 우수한 사료 첨가제로 사

용될 수 있으나 더욱 효과적인 항 질병 사료 첨가

제를 개발하기 위해서는 기존의 면역증강 물질과

의 혼합 사용에 대한 연구가 요구된다.
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