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            Abstract
          
        

        
          This study is examination about herb medicines that counters the effects of a fish pathogens, and is for eco-pharmaceutical development in aquaculture industry. 13 kinds of herb medicines were selected, and the hot water extracts and ethanol extracts were tested for antibacterial, antiparasitic, antifungal and antiviral effects. Minimal inhibitory concentration (MIC) of 13 kinds of candidate herb medicines were measured, above all, hot water and ethanol extracts of In-jin (1/10 and 1/102 dilution) showed antibacterial activities against 14 kinds of fish pathogenic bacteria. Hot water extract and ethanol extract of Dang-gwi showed antiparasitic and antifungal activities, and the extract had strong antifungal activity especially (~1/103 dilution). In antiviral activity against VHSV (Viral hemorrhagic septicemia virus), hot-water and ethanol extract of In-jin and Dang-gwi were effective down to 1/103 dilution. From these results, In-jin and Dang-gwi were selected as effective herbs among 13 kinds of herb medicines and further study on the synergy effect using combination with in-jin and dang-gwi against fish pathogens will be applied to fish immune response.
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      Ⅰ. 서 론
      생활에서 식품소재로 사용되는 마늘, 파, 정유 성분, 솔잎, 녹차, 우롱차 및 홍차와 같은 다양한 식물추출물에 대한 항균활성이 다수의 연구를 통하여 밝혀져 있다(Yeo et al., 1995; Choi et al., 1997; Park et al., 1999). 한의학에서 주로 사용하는 생약의 경우도 사람의 기운을 북돋워주고 면역기능을 향상시켜 병에 대한 저항성을 강화시켜 주기 위해 주로 사용되며, 경우에 따라서는 치료에도 활용하는데 이는 이들이 여러 다양한 약효성분을 함유하고 있기 때문이다(Kim, 2011; NIFDS, 2019).

      1990년대부터 고밀도 수산양식에서 발생하는 다양한 질병을 예방하고 치료하기 위해 사용되던 약품의 사용이 내성균 발생과 인체에 유해한 성분의 검출 등으로 그 심각성이 드러나면서 이를 대체할 친환경적인 소독제 및 치료약제의 개발이 절실히 요구되어 천연물로부터 이러한 물질을 찾아내어 활용하고자 하는 움직임이 높아졌다. 더불어 인체에 사용되는 생약이나 한약재와 같은 천연약용식물 자원으로부터 어류질병의 예방을 위한 기능성 사료첨가제 또는 항생제를 대체할 수 있는 수산용 의약품을 개발ㆍ활용하고자 하는 연구도 활발히 진행되기 시작하였다(Sohn, 1999; Kim et al., 1999; Kwon et al., 1999; Hwang et al., 1999). Jung et al.(2001)은 한방에서 쓰이는 생약 가운데 항균성, 살균능력 및 면역증진의 기능이 있다고 알려져 있는 14종을 선정하여 어병균주 10균주에 대한 항균력과 넙치 식세포의 활성을 조사하였다. 이후 약쑥, 연교, 삼지구엽초(Jung et al., 2002), 오배자(Choi et al., 2004; 2005), 오매(Kim et al., 2009), 황금(Lee et al., 2010), 황금뿌리(Seo et al., 2012), 고삼뿌리(Seo et al., 2015) 등 생약의 효능을 양식 수산생물에 활용하고자 하는 연구가 지속적으로 이루어지고 있다.

      본 연구에서는 항균효과가 높다고 알려졌으나 어류에 대해서 연구가 미비한 생약 중 품목허가 취득 후 수산용 의약품으로 개발이 가능한 후보물질을 대상으로 연구를 하였다. 특히 의약품으로 개발되어 어류에 투여시 사람이 섭취하더라도 문제가 되지 않는 13종의 생약을 선정하여 열수 추출 혹은 에탄올 추출하였다. 추출물의 어병세균에 대한 항균력을 조사하기 위해 대표적인 14종의 어병세균을 선정하여 항균활성을 측정하였고, 추가적으로 항기생충 활성, 항진균 활성, 항바이러스 활성을 측정하여, 수산생물병원체에 대한 항병원성을 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 생약소재 선정
        효능과 안전성이 확보된 생약 중 시중에서 많이 이용하고 판매중이며, 기존에 Choi et al.(2004)에서 연구된 생약소재를 제외하고 항생제 대체제로 개발 가능성이 높은 생약소재 13종을 후보물질로 선정하여 실험에 사용하였다. 선정된 13종(길경, 당귀, 마치현, 맥문동, 산미나리, 산약, 인진, 야관문, 작약, 천궁, 치자, 하수오, 헛개나무)의 학명과 사용부위를 <Table 1>에 정리하였고, 이 생약들은 대한민국 생약으로 가능한 물질 중에서 대한민국약전외 한약규격집에 등재된 성분을 대상으로 선정하였다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            13 kinds of tested herb medicines in the study
          
          

        

        
          
            
              	
              	Korean name
              	Scientific name
              	used part
            

          
          
            	1
            	Gil-gyeong(길경)
            	Platycodon grandiflorum A.DC
            	root
          

          
            	2
            	Dang-gwi(당귀)
            	Angelicae gigantis Radix
            	root
          

          
            	3
            	Ma-chi-hyeon(마치현)
            	Portulaca oleracea L.
            	leaf, stem
          

          
            	4
            	Mac-moon-dong(맥문동)
            	
              Liriope platyphylla
            
            	root
          

          
            	5
            	San-minari(산미나리)
            	
              Aegopodium podagraria
            
            	leaf, stem
          

          
            	6
            	San-yac(산약)
            	Dioscorea batatas D.
            	root
          

          
            	7
            	In-jin(인진)
            	Artemisia iwayomogi Kitamura
            	leaf, stem
          

          
            	8
            	Ya-gwan-moon(야관문)
            	
              Lespedeza cuneata
            
            	leaf, stem
          

          
            	9
            	Jag-yak(작약)
            	Paeonia lactiflora Pallas
            	root
          

          
            	10
            	Chun-goong(천궁)
            	
              Cnidium officinale Makino
            
            	root
          

          
            	11
            	Chi-ja(치자)
            	
              Gardenia jasminoides Ellis
            
            	fruit
          

          
            	12
            	Ha-soo-o(하수오)
            	
              Polygonum multiflorum Thunberg
            
            	root
          

          
            	13
            	Heo-ke-namu(헛개나무)
            	
              Hovenia dulcis
            
            	branch
          

        

        

      

      
        1. 생약 추출물(Herbal extract) 분리 방법
        생약소재는 사용 전에 증류수로 깨끗하게 씻어 수분을 날린 후 사용하였다. 열수 추출물은 생약 중량 10 g에 증류수(DW) 100 ml로 6시간 동안 끓여 농축된 원액을 사용하였고, 에탄올 추출물은 생약 10 g을 99.9 % 에탄올로 각각 초음파 추출(3회 반복) 한 후, 농축 잔류물을 증류수 10 ml에 녹여 추출물 원액으로 사용하였다.

      

      
        2. 항균활성 측정
        14종의 어병세균(<Table 2>)에 대한 항균활성은 MIC(Minimal inhibitory concentration)법을 사용하였다. 각 어병세균에 대하여 0.5 McFland standard와 동일하도록 농도를 조절하였으며(Koneman et al., 1997), 농도로 맞춰진 균액과 단계별 희석농도(1/10, 1/102, 1/103, 1/104)로 조절된 생약 추출물 첨가액을 동량(1:1)으로 배합하여 25 ℃에서 overnight 배양한 후 0.2 mg의 p-idonitrotetrazolium violet을 첨가하여 2시간 동안 배양하였다. 그 후 붉은색으로 발색되지 않는 최소억제농도(MIC)를 조사하였다(Langfield et al., 2004).

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Antimicrobial activity of In-jin(Artemisia iwayomogi Kitamura) extracts against 14 fish pathogenic bacterias
          
          

        

        
          
            
              	
              	strain
              	Hot-water extract dilution
              	Ethanol extract dilution
            

            
              	1/10
              	1/102
              	1/103
              	1/104
              	1/10
              	1/102
              	1/103
              	1/104
            

          
          
            	1
            	Edwardsiella tarda (GY-01)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	2
            	E. tarda (FP5060)
            	+
            	-
            	-
            	-
            	+
            	-
            	-
            	-
          

          
            	3
            	Vibrio ichthyoenteri (FP4004)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	4
            	V. harveyi (KCCM40866)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	5
            	V. harveyi (FP4208)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	6
            	Photobacterium damselae (ATCC33539)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	7
            	P. damselae (FP3325)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	8
            	Streptococcus iniae (FP5228)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	9
            	S. iniae (KCTC3652)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	10
            	S. parauberis (FP4123)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	11
            	S. parauberis (KCTC3651)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	12
            	Latococcus garvieae (FP4066)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	13
            	L. garvieae (ATCC49156)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

          
            	14
            	L. raffinose (KCTC3509)
            	+
            	+
            	-
            	-
            	+
            	+
            	-
            	-
          

        

        

      

      
        3. 항기생충 활성 측정
        생약의 항기생충 활성을 조사하기 위해 해산 양식어에서 대표적으로 나타나는 기생충인 스쿠티카충(Miamiensis avidus)을 실험에 사용하였다. 넙치에서 분리 후 본 연구실에서 배양 중인 스쿠티카충을 어류세포주(CHSE-214)에 접종하여 20 ℃에서 3~5일정도 배양하였다. 배양된 스쿠티카충을 동량의 농도별 생약 추출물(1/10, 1/102, 1/103, 1/104)에 첨가하여 20 ℃배양기에서 10분, 20분, 30분, 1시간, 2시간 3시간 간격으로 살충여부(충체의 사멸정도, 움직임, 세포질 파괴정도)를 관찰하였다.

      

      
        4. 항진균 활성 측정
        항진균 활성을 조사하기 위하여 뱀장어에서 분리된 수생균(Saproleginia spp.)을 사용하였다. SDB(Sabouraud dextrose broth)에 생약 추출물을 농도별(1/10, 1/102, 1/103, 1/104)로 첨가한 배지와 첨가하지 않은 일반 SDB를 제조한 후, 전배양한 수생균 한천조각을 동일한 크기로 준비하여 접종하고 15 ℃에서 일주일 동안 배양하면서 수생균의 발육을 관찰하였다. 추출물 첨가 없이 배양한 대조구의 수생균의 발육상태와 생약 추출물이 함유된 배지에서의 발육정도를 균사가 자라는 길이(cm)로 비교하였다.

      

      
        5. 항바이러스 활성 측정
        항바이러스 활성에 대한 조사에는 어류주화세포(CHSE-214)에 농도별로 희석한 생약 추출물(1/10, 1/102, 1/103, 1/104)을 함유한 배지를 첨가하고 넙치에서 분리한 VHSV(Viral hemorrhagic septicemia virus)를 TCID50농도로 접종하여 15 ℃ 배양기에서 1주일간 배양하면서 CPE(cytopathic effect, 세포변성효과) 생성 여부를 관찰하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 항균활성 측정 결과
        13종의 생약 추출물에 대한 항균활성은 인진을 제외하고 나머지 생약에서 항균활성이 미비하게 나타났다. 인진의 경우 어병세균 14종에 대한 항균활성 조사 결과, 열수 추출물과 에탄올 추출물 이 동일하게 E. tarda를 제외한 13균주에서 1/10 및 1/102 희석에서 유효한 항균효과(MIC)를 나타내어 높은 항균활성을 보였으나, E. tarda균에서만 1/10 희석에서 항균활성을 나타냈다 (<Table 2>). 13종의 후보물질 중에서 인진이 항균활성이 가장 높게 나타나 항균물질로 선정하였다.

      

      
        2. 항기생충 활성 측정 결과
        13종의 생약 추출물에 대한 항기생충 활성에 대해서는 열수 추출물과 에탄올 추출물 모두 길경, 인진, 당귀의 추출물에 대해서만 그 효과를 확인할 수 있었고, 나머지 10종에 대해서는 효과가 없는 것으로 나타났다(<Table 3>). 길경, 인진, 당귀의 1/10 희석농도에서는 10분 처리에도 기생충이 세포질이 터지고 모두 사멸하는 효과를 보였고, 그 중 당귀 추출물을 1/103 희석농도에서 3시간 동안 반응시켰을 때 기생충의 활성이 20 % 저하되었으며, 1/102 희석농도에서는 기생충 활성이 40 %까지 저하되어 당귀가 후보물질 중에서 항기생충 효능이 가장 높게 나타났다.

        
          <Table 3> 
				
          

          
            Mortality assay of Miamiensis avidus containing different concentrations of 3 effective natural herbs extracts
          
          

        

        
          
            
              	Herb
              	HW or Et-OH extracts dilution
              	Treated time
            

            
              	10min.
              	20min.
              	30min.
              	1h.
              	2h.
              	3h.
            

          
          
            	Gil-gyeong
            	1/10
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
          

          
            	1/102
            	70% a
            	60% a
            	60% a
            	60% a
            	60% a
            	60% a
          

          
            	1/103
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

          
            	1/104
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

          
            	In-jin
            	1/10
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
          

          
            	1/102
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

          
            	1/103
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

          
            	1/104
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

          
            	Dang-gwi
            	1/10
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
            	
              D
            
          

          
            	1/102
            	a
            	90% a
            	80% a
            	70% a
            	60% a
            	40% a
          

          
            	1/103
            	a
            	a
            	90% a
            	80% a
            	80% a
            	80% a
          

          
            	1/104
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
            	a
          

        

        
          
            * HW; hot water, Et-OH; ethanol, D: death, a: activity
          

        

        

      

      
        3. 항진균 활성 측정결과
        13종의 생약 열수 추출물에 대한 항진균 활성에 대해서는 일반 SDB배지에 수생균만 접종한 대조구와 비교하여 균사의 성장이 절반 이하로 억제되는 것을 항진균 활성의 기준으로 판단하였다. 그 중 인진, 치자, 작약 그리고 마치현의 경우 1/10 희석농도에서, 그리고 당귀 열수 추출물은 1/102 희석농도에서 항진균 활성이 나타났다.

        에탄올 추출물의 경우는 인진, 당귀 및 작약에서 1/102, 1/103 희석농도에서 항진균 활성을 나타났으며, 효능성을 나타낸 후보물질 중에서 당귀가 항진균 활성이 가장 높게 나타났다(<Table 4>).

        
          <Table 4> 
				
          

          
            Antifungal activity of Saprolegnia spp. in test tubes containing different concentrations of 5 effective natural herbs extracts
          
          

        

        
          
            
              	Herb
              	dilution
              	length of hypha(cm)
            

            
              	1d.
              	2d.
              	3d.
              	4d.
            

          
          
            	Control
            	
            	1.3
            	2.6
            	3.9
            	5.4
          

          
            	
            	HW
            	Et-OH
            	HW
            	Et-OH
            	HW
            	Et-OH
            	HW
            	Et-OH
          

          
            	In-jin
            	1/10
            	0
            	0
            	0.3
            	0
            	0.6
            	0
            	1.0
            	0
          

          
            	1/102
            	1.0
            	0.3
            	2.0
            	0.7
            	3.2
            	1.1
            	1.5
            	1.7
          

          
            	1/103
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	1/104
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	Chi-ja
            	1/10
            	0
            	0
            	1.1
            	0
            	1.6
            	0
            	2.0
            	0
          

          
            	1/102
            	1.1
            	0.6
            	2.5
            	1.6
            	3.8
            	2.7
            	5.1
            	3.4
          

          
            	1/103
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	1/104
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	Dang-gwi
            	1/10
            	0
            	0
            	0.7
            	0
            	0.8
            	0
            	1.2
            	0
          

          
            	1/102
            	0
            	0
            	0.8
            	0.5
            	1.2
            	0.7
            	2.5
            	1.0
          

          
            	1/103
            	1
            	0.9
            	2.2
            	0.8
            	3.3
            	1.3
            	4.7
            	1.7
          

          
            	1/104
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	Ja-gyak
            	1/10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	1/102
            	1.3
            	0
            	2.6
            	0
            	3.9
            	0
            	5.4
            	0
          

          
            	1/103
            	1.3
            	0.9
            	2.6
            	2.0
            	3.9
            	3.2
            	5.4
            	5.4
          

          
            	1/104
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	Ma-chi-hyeon
            	1/10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	1/102
            	1.3
            	1.0
            	2.6
            	2.0
            	3.9
            	2.9
            	5.4
            	3.9
          

          
            	1/103
            	1.3
            	1.0
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

          
            	1/104
            	1.3
            	1.3
            	2.6
            	2.6
            	3.9
            	3.9
            	5.4
            	5.4
          

        

        
          
            * HW; hot water, Et-OH; ethanol
          

        

        

      

      
        4. 항바이러스 활성 측정결과
        CHSE-214 어류 주화세포주에 VHS 바이러스를 접종하여 1주일 동안 세포변성(CPE)을 관찰한 결과, 13종의 생약 추출물 가운데 인진 열수 추출물과 에탄올 추출물에서 1/103 희석농도까지 CPE가 관찰되지 않았고([Fig. 1]), 당귀 열수 추출물 및 에탄올 추출물에서도 1/103 희석농도까지 CPE가 관찰되지 않았다. 나머지 11종의 생약 추출물에서는 항바이러스 효과가 없는 것으로 확인되어 인진과 당귀가 항바이러스 효능이 있는 것으로 나타났다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            A week cultured CHSE-214 cell line. 1; Normal cell, 2; VHS injected normal cell, 3; VHS injected cell containing 1/103 In-jin extract.
          
          

          

        

        항균 활성은 인진에서만 확인되었고, 항기생충 활성은 길경, 인진, 당귀에서 효능이 확인되었으며 이 중에서 당귀의 효능이 가장 좋았다. 항진균 활성은 인진, 치자, 당귀, 작약, 마치현에서 효능을 나타내었지만, 당귀가 가장 높은 효능을 나타내었고, 항바이러스 활성은 인진과 당귀에서만 확인되었다. 이상의 결과에서 본 연구에서 검토한 13종의 생약 가운데 수산생물병원체들을 구제하는데 높은 효능을 나타낸 것은 인진과 당귀였다. 열수 추출물과 에탄올 추출물이 병원체에 대한 효능에서는 차이를 보이지 않았지만 진균에 대해서는 열수 추출물보다 에탄올 추출물이 조금 더 높은 효능을 나타내었다.

        생약 추출물의 경우 추출방법이나 추출부위에 따라 주요성분에 차이를 보이는 것이 일반적이다(Gergerson et al., 2005; Hu et al., 2009; Heo et al., 2010). 본 연구에 사용된 인진(Artemisia iwayomogi Kitamura; 한인진=더위지기)의 경우 항산화 기능을 나타내는 polysaccharide 성분이 열수 추출물에서 보고되었으며(Ahn and Jung, 2011), 에탄올 추출물에서는 inflammatory cytokines의 발현을 억제하거나 adipogenesis에 관여하는 성분이 많음이 보고 되었다(Choi et al., 2013). 본 연구에서 사용된 당귀는 참당귀(Angelica gigas Nakai; 토당귀)로 중국당귀(Angelica acutiloba Kitagawa) 또는 일본당귀(Angelica sinensis Diels)와는 구분된다. 우리나라에서 생산되는 참당귀는 산형과(미나리과) 식물로 꽃피기 전에 뿌리를 건조하여 약용으로 쓰고, 함유성분으로는 coumarin계의 decursin, decursinol angelate와 nodakentin, umbelliferon, β-sitosterol 등이 알려져 있다(Ahn et al., 1996). 항산화, 항암효과 및 면역활성과 같은 기능성을 조사한 연구에서 참당귀의 메탄올 추출물이 항산화활성은 가지지만 면역활성에 대한 관련성은 없으며 암세포를 사멸시키는 것으로 보고하였다(Park et al., 2007).

        Heo et al.(2010)은 항염증효과가 있는 것으로 알려져 있는 decursin은 참당귀 뿌리의 에탄올 추출물에서 높게 검출된다고 보고되었다.

        2000년도 이후 양식생물의 질병 추세는 수산생물병원체(세균, 기생충, 바이러스 등)의 단독 발생보다는 세균과 기생충 또는 세균과 바이러스의 혼합감염의 추세가 많이 나타나며(Kim et al, 2010), 이런 질병감염은 단독감염에 비해 치료가 어렵다. 특히 초기에 신속하고 빠른 치료가 이루어지지 않으면 대량폐사로 이어질 가능성이 높다. 그러므로 질병치료 혹은 면역기능 향상을 위해서 항균활성이 가장 높게 나타난 인진과 항기생충 활성이 가장 높은 당귀, 그리고 항바이러스 활성에서도 인진과 당귀가 높게 나타나, 이상의 결과를 토대로 인진과 당귀를 합치면 수산생물병원체에 대한 항병성을 높이는 생약소재로 활용이 가능할 것이라 사료된다. 추가적으로 실효성 있는 활용을 위해 대상개체에 대한 후속연구가 수행된다면 향후 수산용 의약품으로 개발에 대한 가능성을 높일 수 있을 것이라 생각된다.
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