
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Article ]
          
        

        
          	The Journal of the Korean Society for Fisheries and Marine Sciences Education - Vol. 33, No. 5, pp.1196-1206
        

        
          	ISSN: 1229-8999			
					(Print)
				2288-2049			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 Oct 2021

        

        
          	Received  30 Aug 2021
Revised  05 Oct 2021
Accepted  11 Oct 2021

        

        
          	
            KSFME_2021_v33n5_1196

            DOI: 
            https://doi.org/10.13000/JFMSE.2021.10.33.5.1196
          
        

        
          	
            흰다리새우의 성장성과 면역 활성에 면역유도된 두토막눈썹참갯지렁이가 미치는 영향
          
        

        
          	
            Min-Soo JOO* ; Kwang-Min CHOI* ; Jin-Sol BAE** ; Chan-Il PARK†


          
        

        
          	*Gyeongsang National University (student)

        

        
          	
        

        
          	**National Fishery Products Quality Management Service (researcher)

        

        
          	
        

        
          	†Gyeongsang National University (professor)

        

        
          	
        

        
          	
            Effects of Immune-induced Perinereis linea on Growth Performance and Imuune activity of the Litopenaeus vannamei
          
        

        
          	
            주민수* ; 최광민* ; 배진솔** ; 박찬일†


          
        

        
          	
        

        
          	*경상국립대학교(학생)

        

        
          	
        

        
          	**국립수산물품질관리원(연구사)

        

        
          	
        

        
          	†경상국립대학교(교수)

        

        
          	
            Correspondence to: †055-772-9153,  Vinus96@hanmail.netContributed by footnote: *These authors contributed equally to this work.
          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          Antimicrobial peptides (AMPs) are molecular factors in innate immunity and are believed to play a key role in invertebrate host defence. We found that Micrococcus luteus peptidoglycan (PGN) was best at inducing lugworm AMPs. After stimulating lugworms with PGN from M. luteus, AMP-induced lugworm powder was added to feed that was fed to whiteleg shrimp. The effects of whiteleg shrimp on growth performance, serological components, and bacterial infection were investigated. We fed whiteleg shrimp AMP-induced lugworm powder at 0% (control), 0.05%, 0.1%, 0.5% and 1% ratios for 8 weeks. The specific growth rates (SGR) were significantly increased in all tested groups compared with the control. In addition, it was confirmed that the feed conversion ratio (FCR) and protein efficiency ratio (PER) were improved in a concentration-dependent manner. In the 2nd, 4th, 6th, and 8th weeks after the start of feeding, total cholesterol (TCHO), glucose (GLU), aspartate aminotransferase (AST), and alanine aminotransferase (ALT) levels were tested, and no significant changes were detected in any of the results. The lysozyme level showed a significant increase in the 1% experimental group, and the cortisol level did not significantly change in any of the experimental groups. After 8 weeks of the feeding trial, whiteleg shrimp were infected with Vibrio harveyi and observed for 20 days. The 0.05% test group showed the lowest mortality rate, and the 1% test group showed significantly higher mortality than the control group on the 5th day.
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      Ⅰ. 서 론
      지구상의 모든 생물은 자신을 환경으로부터 보호할 수 있는 면역 체계를 가지고 있으며, 병원성 미생물에 대한 1차 방어 기작으로써 항균 활성을 가지는 다양한 생리 활성 물질을 생산한다(Zasloff, 2002). 이 중 항균펩타이드는 바이러스, 박테리아, 곰팡이 등 다양한 병원체에 대해 항균활성을 나타내어 선천 면역반응에서 중요한 역할을 담당하고 있으며 지구상의 거의 모든 생물에서 발견되는 천연 항생제이다(Patrzykat and Douglas, 2003). 특히 갯지렁이나 새우 등과 같은 해양 무척추동물은 항체에 의한 후천면역 체계가 대부분 결핍되어 있으므로 세포나 체액 성분에 기초한 선천면역에 의존하기 때문에 항균펩타이드의 중요성은 더욱 크다(Boman, 1995; Dimarcq et al., 1998).

      항균펩타이드는 항생제와 기능이 유사할 뿐만 아니라 chemokine 및 cytokine 조절, 염증 반응 조절 등의 면역 강화 효과가 있다고 알려져 있기 때문에(Bowdish et al., 2005), Nile tilapia (Oreochromis niloticus), hybrid tilapia (O. niloticus × O. aureus), common carp (Cyprinus carpio) 등 다양한 어종에서 항균펩타이드를 사료 첨가물로 사용하기 위한 연구가 수행되고 있다(Zhou et al., 2008; Lin et al., 2014; Zahran et al., 2019). 이러한 연구들은 사료에 항균펩타이드를 첨가하여 급이하면 성장율, 면역 반응, 항산화능, 면역관련 유전자의 발현에 영향을 미치며, 폐사율을 감소시키고 병원체 감염에 대한 예방효과도 있다고 보고하였다. 이러한 항균펩타이드의 역할을 고려하면 항균펩타이드가 새우의 면역력에도 긍정적인 영향을 미칠 수 있을 것이다.

      흰다리새우(Litopenaeus vannamei)는 국내에서 많이 양식되는 종이며 식재료로써 인기가 많은 종이다. 주로 고밀도로 양식되는 흰다리새우는 TSV (Taura Syndrome Virus), WSSV (White Spot Syndrome Virus), Vibrio sp. 등에 의한 전염성 질병에 취약하며(Mohney et al., 1994; Lin et al., 2012) 그로 인한 폐사 피해가 꾸준히 발생하고 있다. 앞서 기술한 항균펩타이드의 역할과 연구들을 고려하였을 때, 사료에 항균펩타이드를 첨가하여 흰다리새우에 급이함으로써 흰다리새우의 면역력을 증강시킨다면 병원체에 의한 피해를 감소시키는 데에 보다 효율적인 방안이 될 수 있을 것이다.

      따라서 이번 연구에서는 새우 양식용 사료에 첨가할 수 있는 기존의 항균제 대체 물질로써 해양생물 유래의 유용물질들 중에서도 새우의 먹이가 될 수 있는 갯지렁이를 이용하고자 하였다. 두토막눈썹참갯지렁이(Perinereis linea)에 peptidoglycan (PGN)과 chitosan을 주사하여 효과적으로 항균펩타이드 발현을 유도시키는 자극제를 찾고, 해당 자극제로 갯지렁이를 자극한 후 그 분말을 사료에 첨가하여 흰다리새우에 미치는 영향을 확인하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 갯지렁이 면역유도
        면역유도는 <Table 1>에 표기한 8가지 성분으로 실시하였으며 각 용매에 녹인 면역유도제를 P. linea에 개체 당 100 µL (0.1 µg/worm)을 세 군데로 나누어 주사한 후 18℃에서 18시간동안 면역유도를 시켰다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Immune-inducers used in this study
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Ingredient
              	Origin
              	Solvent
            

          
          
            	1
            	Peptidoglycan
            	
              Bacillus subtilis
            
            	PBS
          

          
            	2
            	
              Staphylococcus aureus
            
          

          
            	3
            	
              Methanobacterium sp.
            
          

          
            	4
            	
              Saccharomyces cerevisiae
            
          

          
            	5
            	
              Streptomyces sp.
            
          

          
            	6
            	
              Micrococcus luteus
            
          

          
            	7
            	Chitosan
            	Shrimp
            	0.1 M
acetic
acid
          

          
            	8
            	Crab
          

        

        

      

      
        2. 항균펩타이드 발현 확인
        면역유도된 갯지렁이의 장기 전체를 적출하여 TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, USA) 방법으로 total RNA를 추출한 후 first-strand cDNA synthesis kit (Takara, Shiga, Japan)을 사용하여 cDNA로 합성하였다. 이후 각 면역 유도제 자극에 대한 총 6가지의 항균펩타이드의 발현 양상을 정량적 실시간 중합효소연쇄반응(qRT-PCR)을 통해 확인하였다. P. linea에서 동정된 bactericidal permeability-increasing (BPI), BPI 2, BPI 3 protein, lipopolysaccharide-binding protein (LBP) / BPI, peptideglycan recognition protein S2 (PGRP-S2), theromacin의 총 6가지 항균펩타이드의 발현 경향을 파악하기 위해 <Table 2>에 표기한 primer를 사용하여 qRT-PCR을 수행하였으며 house keeping gene으로 P. linea의 actin gene을 선택하였다. 실험은 3반복 수행되었으며 cycle threshold (Ct) value는 2-ΔΔCT 방법으로 계산되었다.

        
          <Table 2> 
				
          

          
            qRT-PCR primer sets used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Primer sequence (5ʹ-3ʹ)
            

          
          
            	Actin-F
            	ATCAGGGAGTGATGGTAGGC
          

          
            	Actin-R
            	GAGGACCGGATGTTCTTCAG
          

          
            	BPI-F
            	GACTGTCAGATCAGCGGAAG
          

          
            	BPI-R
            	CTCCCTGGAAGCTCACTCTG
          

          
            	BPI 2-F
            	GCTGCTCAGTCTCTTGCTGA
          

          
            	BPI 2-R
            	CATCTGGGCCTCGACATACT
          

          
            	BPI 3-F
            	CGGAGCCACCAGTCTTTAGT
          

          
            	BPI 3-R
            	TAAGTGTCTGGCCTCCTGCT
          

          
            	LBP/BPI-F
            	CAGGTCTCCGCACAAACTCT
          

          
            	LBP/BPI-R
            	GTAGCAGTTGCTGCCCTGAT
          

          
            	PGRP-S2-F
            	GGAGCTGCATATGAGGGAAG
          

          
            	PGRP-S2-R
            	GGTAGCACTGGGTGAAGAGG
          

          
            	Theromacin-F
            	AAGCTGGGCTGTTCCGTACT
          

          
            	Theromacin-R
            	GGCATGGCCTAAACACTGAC
          

        

        

      

      
        3. 사료 제작
        Ⅱ-2에서 도출된 결과를 통해 P. linea의 항균펩타이드가 가장 많이 발현되도록 하는 유도제를 선택하여 갯지렁이를 동일한 방법으로 자극하고 18℃에서 18시간동안 면역유도 시킨 후 -80℃에서 24시간동안 냉동하였다. 냉동된 갯지렁이는 48시간 동안 동결건조시켰고 이후 믹서기를 사용하여 곱게 갈았다. 제작된 갯지렁이 분말은 0%, 0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%의 비율로 사료 분말에 첨가하였으며 정량적으로 혼합하여 가공하였다. 사료 조성은 <Table 3>에 나타내었으며 급이시까지 4℃에서 냉장보관 하였다.

        
          <Table 3>. 
				
          

          
            Formulation and proximate composition of diets used in experiment for P. vannamei
          
          

        

        
          
            
              	Ingredients (%, DM)
              	Experimental diets
            

            
              	0%
              	0.05%
              	0.1%
              	0.5%
              	1%
            

          
          
            	Brown fish meal
            	24
            	24
            	24
            	24
            	24
          

          
            	Soybean meal
            	28
            	28
            	28
            	28
            	28
          

          
            	Squid liver meal
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Wheat flour
            	24
            	23.95
            	23.9
            	23.5
            	23
          

          
            	Starch
            	8
            	8
            	8
            	8
            	8
          

          
            	Fish oil
            	3
            	3
            	3
            	3
            	3
          

          
            	Mineral premix1
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Vitamin premix2
            	1
            	1
            	1
            	1
            	1
          

          
            	Choline chloride
            	1
            	1
            	1
            	1
            	1
          

          
            	Lecithin
            	1
            	1
            	1
            	1
            	1
          

          
            	Lugworm powder
            	0
            	0.05
            	0.1
            	0.5
            	1
          

          
            	Proximate composition (%, dry matter)
          

          
            	Dry matter
            	93.1
            	93.3
            	93.5
            	93.8
            	93.9
          

          
            	Protein
            	41.0
            	40.7
            	40.7
            	40.3
            	40.0
          

          
            	Lipid
            	6.6
            	6.8
            	6.8
            	6.9
            	6.6
          

          
            	Ash
            	10.3
            	10.0
            	10.7
            	10.8
            	11.1
          

        

        
          
            1Mineral premix contains (g/kg): MgSO4·7H2O, 80; NaH2PO4·2H2O, 370; KCl, 130; Ferriccitrate, 40; ZnSO4·7H2O, 20Ca-lactate, 356.5; CuCl, 0.2; AlCl3·6H2O, 0.15; Na2Se2O3, 0.01; MnSO4·H2O, 2; CoCl2·6H2O, 1.
          

          
            2Vitamin premix contains (g/kg): L-ascorbic acid, 121.2; DL-a tocopheryl acetate, 18.8; thiamin hydrochloride, 2.7; riboflavin, 9.1; pyridoxine hydrochloride, 1.8; niacin, 36.4; Ca-D-pantothenate, 12.7; myo-inositol, 181.8; D-biotin, 0.27; folic acid, 0.68; p-amino benzoic acid, 18.2; menadione, 1.8; retinyl acetate, 0.73; cholecalficerol, 0.003; cyanocobalamin, 0.03.
          

        

        

      

      
        4. 흰다리새우 사육 실험 디자인
        흰다리새우는 Neoenbiz Co., Ltd. (Bucheon, Gyeonggi, South Korea)에서 구입하였고 780 L 원형수조에서 2주간 시판사료를 공급하면서 사육환경에 순치하였다. 대조구(0%)와 각 실험구(0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%)를 3반복으로 하여 총 15개의 수조를 사용하였다. 사육수는 여과해수를 사용하여 1.44 L/min의 유수량이 되도록 조절하였고 사육수온은 26.5-28.5℃로 유지하였다. 사료 급이는 1일 5회(08:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00) 생체량의 3-4%의 시험사료를 공급하였으며 사육실험은 총 8주간 수행되었다.

      

      
        5. 흰다리새우의 성장성 분석
        총 8주간의 사육실험 종료 후 흰다리새우의 평균체중을 각 수조별로 측정하였고 성장률과 사료이용은 다음과 같이 계산하였다.

        
          	Initial Mean Body Weight (IMBW), g


          	Final Mean Body Weight (FMBW), g


          	Weignt Gain (WG; %) = 100 × (FMBW - IMBW) / IMBW


          	Specific Growth Rate (SGR; % / day) = Ln FMBW - Ln IMBW) / days × 100


          	Feed Conversion Ratio (FCR) = dry feed fed / wet weight gain


          	Protein Efficiency Ratio (PER) = wet weight gain / total protein intake


          	Shrimp survival (%) = 100 × (final number of shrimp / initial number of shrimp)


        

      

      
        6. 흰다리새우의 혈청성분 분석
        실험사료 급이 시작 후 2주, 4주, 6주, 8주 째에 대조군과 각 실험 수조로부터 무작위로 3마리의 새우를 선택하여 1 mL 주사기로 haemolymph를 채취하였다. 채취한 haemolymph는 4℃에서 한 시간 동안 냉장 후 7,000 rpm으로 15분간 원심분리하여 혈청을 수거하였다. 수거된 혈청을 이용하여 total cholesterol (TCHO), glucose (GLU), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)의 성분을 Fuji DRI-CHEM slide (Fujifilm, Japan)로 분석하였다. 혈청 내 라이소자임 활성을 분석하기 위해 Lange et al.(2001)의 방법을 참고하였다. 즉, Micrococcus lysodeikticus (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 PBS에 0.4 mg/mL로 현탁하여, 현탁액 50 µL와 혈청 50 µL를 96-well plate에서 혼합하였다. 0시간과 1시간동안 배양 후, VICTOR3 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도의 변화를 측정하였으며, 흡광도 값이 1분당 0.001 감소한 것을 1 unit으로 하여 라이소자임 활성을 결정하였다. 혈청 내 코르티졸 농도를 분석하기 위해 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

        법을 이용하여 확인하였으며, 제조사의 프로토콜(Oxford Biomedical Research Inc., Michigan, USA)에 따라 수행되었다. 즉, 100 µL의 혈청을 1 mL의 ethyl ether로 전처리하였으며, extraction buffer를 이용하여 추출물의 최종 농도가 100 ng/mL이 되도록 현탁하였다. 현탁된 샘플 50 µL와 cortisol-HRP conjugate 50 µL를 96-well plate상에서 혼합하여 1시간 반응시킨 후, 5회 세척하였다. TMB 기질을 각 well에 150 µL씩 첨가하여 30분간 반응 후 650 nm에서 흡광도를 측정하였다. 코르티졸 농도는 제공되는 standard curve를 참고하여 계산하였다.

      

      
        7. 병원체 인위감염 실험
        총 8주간의 사육실험 후 대조군과 실험군의 새우를 각 15마리씩 선택하여 제 1배마디와 제 2배마디 사이 근육조직에 Vibrio harveyi를 3×108 cfu/mL의 농도로 100 µL씩 주사하였고 인위감염 이후 총 10일간 누적폐사율을 확인하였다. 실험이 진행되는 10일간 사료는 급이하지 않았다.

      

      
        8. 통계분석
        총 실험을 통해 얻어진 모든 분석의 결과값은 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, SPSS (SPSS INC., Version 20.0) 프로그램을 이용하여 분산분석(one-way ANOVA test)을 실시하였다(*p < 0.05, **p < 0.01).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 면역유도제 자극 후 항균펩타이드 발현
        BPI mRNA (MH181387.1)의 발현은 다양한 PGN으로 자극하였을 때 대조군에 비해 유의하게 감소한 반면 crab의 키토산으로 자극하였을 때 2.08배 증가하였다(p < 0.01) ([Fig. 1-A]). BPI 2 (MH181388.1)와 BPI 3 (MH181389.1)의 mRNA 발현은 모든 면역 유도제에 대해 대조군과 유의한 차이가 나타나지 않았다(p > 0.05) ([Fig. 1-B, C]). LBP/BPI mRNA (MH181390.1)의 경우 Streptomyces sp.와 M. luteus의 PGN으로 자극하는 경우 대조군에 비해 각각 4.13배, 3.45배 유의하게 발현이 증가하였으나(p < 0.01) 키토산 자극 시에는 유의하게 감소하였다(p < 0.01) ([Fig. 1-D]). PGRP-S2 (MW353406.1)와 theromacin (MH18138.1)의 mRNA는 M. luteus의 PGN으로 자극하는 경우 각각 7.17배, 51.89배로 크게 증가한 발현양상을 나타내었다(p < 0.01) ([Fig. 1-E, F]). 따라서 M. luteus의 PGN은 P. linea에서 다양한 항균펩타이드를 발현하는 데 가장 효과적인 제제임을 확인하였다.

        
          
          

          [Fig 1.] 
				
          

          
            Detection of mRNA of BPI (A), BPI 2 (B), BPI 3 (C), LBP/BPI (D), PGRP S2 (E) and Theromacin (F) in P. linea after stimulation with eight immune-inducing agents. Levels of AMPs transcripts were quantified relative to that of actin levels. The asterisks represent significant differences compared with the control samples by one-way ANOVA (*p < 0.05, **p < 0.01).
          
          

          

        

      

      
        2. 성장성과 생존율
        실험종료 후 대조군의 WG는 116.1%였고 M. luteus PGN으로 면역유도된 갯지렁이 분말을 첨가한 실험구는 132.2-139.2% (0.05%: 134.0%; 0.1%: 132.2%; 0.5%: 133.6%; 1%: 139.2%)로 확인되었고 대조군에 비해 유의하게 높은 수치였으나 실험군 사이에서 유의한 차이는 없었다(p > 0.05). 대조군의 FCR은 2.29로 가장 높았고 갯지렁이 분말 첨가 농도에 따라 낮았다(0.05%: 2.03; 0.1%: 1.99; 0.5%: 1.91; 1%: 1.8). 대조군의 PER은 1.07로 가장 낮았고 실험군은 1.21-1.39로 대조군보다 유의하게 높았다(0.05%: 1.21; 0.1%: 1.24; 0.5%: 1.30; 1%: 1.39). 실험기간 중 생존율은 88.1-92.4%(0%: 91.9%; 0.05%: 88.1%; 0.1%: 92.4; 0.5%: 91.0%; 1%: 91.0%)였으며 모든 구간에서 유의한 차이는 없었다(p > 0.05) (<Table 4>).

        
          <Table 4> 
				
          

          
            Analysis of growth performances and survival rate of whiteleg shrimp fed for 8 weeks
          
          

        

        
          
            
              	Parameters
              	Lugworm powder (%)
            

            
              	0%
              	0.05%
              	0.1%
              	0.5%
              	1%
            

          
          
            	IMBW (g)
            	8.9 ± 0.01
            	8.9 ± 0.01
            	8.9 ± 0.01
            	8.9 ± 0.01
            	8.9 ± 0.01
          

          
            	FMBW (g)
            	19.1 ± 0.64a
            	20.7 ± 0.44b
            	20.6 ± 0.42b
            	20.7 ± 0.66b
            	21.2 ± 0.75b
          

          
            	WG (%)
            	116.1 ± 6.98a
            	134.0 ± 4.66b
            	132.2 ± 4.65b
            	133.6 ± 7.26b
            	139.2 ± 8.64b
          

          
            	SGR (%/day)
            	1.40 ± 0.06a
            	1.55 ± 0.04b
            	1.53 ± 0.04b
            	1.54 ± 0.06b
            	1.58 ± 0.07b
          

          
            	FCR
            	2.29 ± 0.06c
            	2.03 ± 0.09b
            	1.99 ± 0.10b
            	1.91 ± 0.04ab
            	1.80 ± 0.08a
          

          
            	PER
            	1.07 ± 0.03a
            	1.21 ± 0.06b
            	1.24 ± 0.06b
            	1.30 ± 0.03bc
            	1.39 ± 0.06c
          

          
            	Survival (%)
            	91.9 ± 2.97
            	88.1 ± 1.65
            	92.4 ± 5.02
            	91.0 ± 2.18
            	91.0 ± 5.77
          

        

        
          
            1 Data are means of three replicate groups; values in the same row with different superscripts are significantly different (P < 0.05)
          

        

        

      

      
        3. 혈청성분 분석
        총 8주간의 사육기간 동안 실험종의 혈청화학성분 분석결과, 혈청 내 GLU, ALT, AST, TCHO를 포함한 4가지의 혈청성분 수치는 대조구(0%)와 비교하여 모든 구간에서 유의한 차이를 보이지 않았다(p > 0.05) (<Table 5>). 숙주 선천면역의 지표로 알려진 혈청 라이소자임 활성을 분석한 결과, 모든 실험구에서 대조구와 비교하여 유의한 차이를 나타내지 않았지만(p > 0.05), P. linea 분말 1% 첨가 실험구에서 6주차와 8주차의 라이소자임 활성이 가장 높게 나타났다([Fig. 2]). 실험기간 중 흰다리새우의 스트레스 변화를 확인하기 위하여 그 지표로서 혈청 내 코르티졸의 농도를 분석한 결과, 모든 실험구에서 대조구와 비교하여 유의한 차이를 나타내지 않았다 (p > 0.05) ([Fig. 3]).

        
          <Table 5>. 
				
          

          
            Serum component analysis of P. vannamei during experimental feeding period
          
          

        

        
          
            
              	
              	
              	Con
              	0.05%
              	0.1%
              	0.5%
              	1%
            

          
          
            	GLU(mg/dL)
            	2 W
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
          

          
            	4 W
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
          

          
            	6 W
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
          

          
            	8 W
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
            	>600
          

          
            	ALT (U/L)
            	2 W
            	59.0 ± 12.6
            	76.8 ± 14.8
            	74.8 ± 25.0
            	68.2 ± 14.9
            	61.4 ± 17.1
          

          
            	4 W
            	77.0 ± 14.8
            	72.6 ± 13.8
            	67.2 ± 16.8
            	69.0 ± 24.4
            	76.8 ± 13.9
          

          
            	6 W
            	68.6 ± 16.6
            	59.0 ± 20.3
            	72.1 ± 14.1
            	68.9 ± 14.7
            	77.0 ± 14.7
          

          
            	8 W
            	53.6 ± 15.8
            	47.6 ± 8.3
            	45.9 ± 22.9
            	57.7 ± 16.1
            	52.1 ± 12.8
          

          
            	AST (U/L)
            	2 W
            	53.5 ± 5.2
            	58.3 ± 17.7
            	44.8 ± 11.1
            	54.3 ± 19.3
            	44.7 ± 16.2
          

          
            	4 W
            	57.8 ± 11.6
            	58.1 ± 14.5
            	50.2 ± 19.7
            	43.7 ± 14.5
            	54.2 ± 11.8
          

          
            	6 W
            	47.6 ± 13.8
            	50.6 ± 19.0
            	50.8 ± 13.0
            	55.7 ± 16.0
            	58.9 ± 12.8
          

          
            	8 W
            	50.6 ± 16.4
            	40.2 ± 10.0
            	43.9 ± 20.5
            	48.1 ± 13.8
            	47.6 ± 17.1
          

          
            	TCHO (mg/dL)
            	2 W
            	25.0 ± 7.0
            	23.2 ± 6.2
            	27.6 ± 11.2
            	29.5 ± 11.1
            	23.5 ± 9.4
          

          
            	4 W
            	26.8 ± 19.7
            	32.6 ± 12.8
            	34.7 ± 15.3
            	22.9 ± 5.6
            	37.4 ± 11.3
          

          
            	6 W
            	37.4 ± 15.0
            	33.6 ± 10.3
            	35.1 ± 10.1
            	36.9 ± 13.9
            	29.3 ± 7.7
          

          
            	8 W
            	35.0 ± 17.1
            	28.9 ± 6.1
            	28.8 ± 16.9
            	28.2 ± 7.5
            	31.5 ± 9.6
          

        

        

        
          
          

          [Fig 2.] 
				
          

          
            Lysozyme activity analysis of the plasma from L. vannamei during experimental feeding period. The change in absorbance was measured at 570 nm for 1 hour, and a value of 0.001 decrease per 1 minute in absorbance was defined as 1 unit. Data are presented as the mean ± SD from each sample. The asterisks represent significant differences compared with the control samples by one-way ANOVA (*p < 0.05).
          
          

          

        

        
          
          

          [Fig 3.] 
				
          

          
            Cortisol concentration in the plasma of L. vannamei during experimental feeding period. Data are presented as the mean ± SD from each sample. The asterisks represent significant differences compared with the control samples by one-way ANOVA.
          
          

          

        

      

      
        4. 인위감염 후 누적폐사율
        모든 사육실험이 종료된 후, P. linea 분말이 실험종의 항병력에 미치는 영향을 확인하기 위해 병원성 세균을 인위감염 시켜 폐사율을 확인하였다. V. harveyi를 인위감염 시킨 흰다리새우는 대조구와 비교하여 1% 실험구를 제외한 실험구에서 유의한 차이는 나타나지 않았지만 (p > 0.05), 그 중 0.05%의 실험구에서 가장 낮은 누적 폐사율이 관찰되었다. 1% 실험구는 5일차에 대조구와 비교하여 누적 폐사율이 유의적으로 높았다. 10일차 누적 폐사율은 대조구에서 33.3%, 0.05%의 실험구에서 26.7%로 대조구보다 낮았다. 하지만 그 외 0.1%, 0.5%, 1%의 실험구에서는 각각 40.0%, 60.0%, 66.7%의 누적 폐사율로 대조구 보다 높았다. 하지만 최종적으로 20일차의 폐사율은 대조군과 비교하여 모든 실험군에에서 유의한 차이가 나타나지 않았고(p > 0.05), 0.05% 실험군의 폐사율이 가장 낮았다([Fig. 4]).

        
          
          

          [Fig 4.] 
				
          

          
            The cumulative mortality rate of L. vannamei by V. harveyi infection after experimental feeding period. Data are presented as the mean ± SD from three tanks. The asterisks represent significant differences compared with the control samples by one-way ANOVA (**p < 0.01).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      이번 연구에서는 PGN과 chitosan을 면역유도제로 사용하였다. PGN은 세균의 세포벽을 구성하는 요소이며 pathogen-associated molecular pattern (PAMP)의 대표적인 예이다. PGN은 선천면역 수용체의 직접적인 target이 되기 때문에 숙주의 선천면역반응에 영향을 주는 것으로 알려져 있다(Wolf and Underhill, 2018). Chitosan 또한 숙주의 선천면역반응을 유도할 수 있는 면역조절제로 사용가능하며 Saltykova et al.(2010a,b)의 연구에 따르면, 꿀벌의 defensin과 abaecin이라는 항균펩타이드의 발현을 증가시킬 수 있다. 실험에 사용된 두토막눈썹참갯지렁이의 항균펩타이드를 효과적으로 유도하는 자극제로는 M. luteus의 PGN이 선택되었기에 이 PGN으로 두토막눈썹참갯지렁이를 자극하여 항균펩타이드 생성을 유도한 후 분말화하여 사료에 농도별로 첨가하고 흰다리새우에 8주간의 사료 급이를 통해 나타나는 성장성, 혈청학적 변화와 항병력에 미치는 영향을 확인해 보았다. 그 결과로 흰다리새우 사료에 면역유도된 갯지렁이 분말을 첨가하면 대조군에 비해 WG와 SGR을 향상시킬 수 있다는 것이 확인되었다. 뿐만 아니라 갯지렁이 분말 첨가 농도가 높아질수록 FCR과 PER이 더 개선되는 결과가 확인되었다. 이전 연구에서도 틸라피아, 잉어 등의 사료에 항균펩타이드를 첨가했을 경우 final weight, DG, SGR이 개선되었다고 보고하였다(Jiang et al., 2011; Lin et al., 2014; Dong et al., 2015). 또한 잉어에서 apidaecin을 첨가한 사료를 급이하면 성장성 개선과 FCR 감소의 효과가 나타났다고 보고하였다(Zhou et al., 2008). 이러한 연구들은 항균펩타이드를 사료첨가제로 사용하면 양식어의 성장성에 좋은 영향을 미칠 수 있다는 것을 시사하며 성장성의 개선의 이유는 상재미생물총(indigenous microbial flora)의 생태학적 균형과 관련이 있다고 보고하였다(Dong et al., 2015).

      흰다리새우에 대한 면역유도 갯지렁이 분말이 혈청 성분에 미치는 영향을 확인하기 위하여 실험사육 기간 동안 흰다리새우의 혈청성분을 조사하였다. 혈청 성분은 생리학적, 면역학적 상태를 객관적이고 효과적으로 나타내는 민감한 지표이다(Hawkins and Mawdesley-Thomas, 1972; Hrubec et al., 2000). 이번 연구에서는 AST, ALT, GLU, TCHO, 라이소자임 활성 및 코르티졸을 분석하였다. 일반적으로 AST와 ALT는 간세포 손상으로 인해 혈액으로 방출되기 때문에 간 손상을 평가하는 지표로 널리 사용된다(Lemaire et al. 1991). 본 연구를 통해 얻은 흰다리새우 혈청의 AST와 ALT 수치는 대조군에 비해 유의한 차이를 보이지 않았다(p > 0.05). 따라서 면역유도 갯지렁이 분말은 흰다리새우의 간 기능에 영향을 미치지 않을 것으로 예상된다. TCHO의 농도는 불규칙한 지방 대사, 포도당 대사 및 간의 내분비계의 지표로 사용된다(Lemaire et al. 1991). 이번 연구에서 새우 혈청에서 얻은 TCHO 농도는 대조군과 유의한 차이를 보이지 않았다(p > 0.05). 이전 연구에서 600 mg/kg 농도의 cecropin을 첨가한 사료를 급이한 잉어는 대조군보다 TCHO 수치가 현저히 낮게 나타났고(Dong et al., 2015), antimicrobial lipopeptides를 첨가한 사료를 급이한 돼지에서도 감소했다(Du et al., 2011). 이는 혈청 성분 수치에 대한 항균펩타이드의 효과가 동물 종 및 항균펩타이드 유형에 따라 다를 수 있음을 나타낸다. GLU는 혈청 코르티졸과 함께 어류의 스트레스 지표로도 사용되며, GLU 수치가 높을수록 어류의 스트레스가 높다는 것을 나타낸다(Lemaire et al. 1991; Eslamloo et al., 2012). 스트레스는 양식에서 호르몬 분비, 대사, 면역 및 영양소 이용에 영향을 줄 수 있는 중요한 요소다(Hossain et al., 2016a; Hossain et al., 2016b). 이번 연구에서 GLU 수준은 대조군과 유의한 차이는 없었지만(p > 0.05) 대조군과 모든 실험군에서 GLU 수치가 높게 나타났는데, 공식 방지를 위해 하루 5회 사료를 급이하였기 때문에 혈당 수치가 전체적으로 증가했을 가능성이 있다.

      라이소자임은 숙주 선천 면역의 중요한 구성 요소이며(Ellis, 1990) 혈중에 존재하는 점액분해효소로써 숙주에서 세균 감염에 대한 방어에 중요한 역할을 한다(Saurabh and Sahoo, 2008; Vallejos-Vidal et al., 2016). 이번 연구에서 라이소자임 활성은 0.05% 실험군이 전체 기간에 걸쳐 대조군과 유사한 값을 나타내었으며 0.1%, 0.5%, 1% 실험군에서는 꾸준히 증가하였고, 특히 1%실험군은 대조군과 비교하여 유의한 증가가 관찰되었다(p < 0.05). 이와 유사하게 틸라피아, 잉어 등에 항균펩타이드가 보충된 사료를 급이하였을 때 혈청 라이소자임 수치가 증가했다고 보고되었다(Zhou et al., 2008; Lin et al., 2014; Zahran et al., 2019). 혈중 코르티졸 수치는 시상하부-뇌하수체-부신축의 활성에 의한 직접적인 스트레스 지표로 사용된다(Pottinger and Carrick 1999). 어류의 코르티졸 수치는 정상 조건에서 5ng/mL 미만이며 자극에 노출되면 100배 이상 증가할 수 있다(Pickering and Pottinger, 1989; Barton and Iwama, 1991). 이번 연구에서 얻은 흰다리새우의 혈청 코르티졸 농도는 5 ng/mL 미만이므로 실험에 사용된 사료는 흰다리새우에 스트레스를 주지 않을 것으로 예상된다.

      총 8주간의 실험사육 후 V. harveyi에 감염된 흰다리새우는 6일차에 1% 실험군에서 대조군과 비교하여 유의적으로 높은 폐사율이 발생하였고 0.5%와 1% 실험군의 폐사율은 대부분의 기간에서 대조군에 비해 유의적이지는 않지만 높은 폐사율을 나타내었다. 이는 라이소자임 활성 수치를 참고하였을 때 새우에 대한 고농도의 갯지렁이 분말 첨가사료는 오히려 면역능에 과부하를 줄 가능성이 있다고 생각된다. 이에 반해, 10일차까지 0.05% 실험군의 폐사율은 대조군과 다른 실험군에 비해 낮게 나타났고 최종누적폐사율 또한 가장 낮게 나타났기에 명확한 효능 검증을 위해 0.05% 첨가 사료를 이용하여 양식장 규모의 실험이 추가적으로 필요할 것으로 생각된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 결 론
      결론적으로 항균펩타이드 유도 갯지렁이 분말을 사료에 첨가하면 흰다리새우의 혈청 성분 등의 안전성에 영향을 미치지 않으면서 성장성에 좋은 결과를 나타낼 수 있으며, 특히 0.05%의 분말을 첨가하면 세균 감염(V. harveyi)에 대해 어느 정도 내성을 보일 가능성이 있다. 이번 연구는 소규모 연구이기 때문에 이러한 결과를 토대로 흰다리새우 양식장 규모로 검증이 필요할 것으로 생각된다.
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