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Abstract

The planned production of fertilized eggs was preceded for the 

purpose of commercial production of tiger puffer, Takifugu rubripes. In 

this study, we conducted the broodstock management, induction of 

ovulation, cryopreservation of spermatozoa, fertilization, and larval 

development of the species for the developement of the larviculture 

technique by artificial fertilized eggs. 

Three year old broodstocks (42.67±2.37cm TL, 1.53±0.19kg BW) were 

distributed and managed in three circle tanks (5m diameter × 1.5m 

depth) at a density of 20-21 fish per tank in SAJO CS Co., Ltd. Jeju, 

Korea.

Investigation of oocyte diameter of T. rubripes was conducted by 

cannulation method at 2 weeks intervals from January 9 to February 

18, 2005. At the beginning of the investigation, oocyte diameters of the 

fish ranged from 710 to 760㎛. After 6 weeks, oocyte diameters of the 

fish were gradually increased and reached over 900㎛. For the induction 

of ovulation, fish with oocytes over 900㎛ were chosen and injected 

with luteinizing hormone releasing hormone analogue (LHRHa, 400㎍/kg 

BW). Ovulation was induced from 6 out of 7 fishes treated with 

LHRHa. The average ovulation rate was 85.7%, and the total weight of 

the stripped eggs was 1,568g. 

The cryopreservation of sperm was conducted to control fertilization 

time on account of the disagreement of mature timing between testis and 

ovary. The spermatozoa of T. rubripes are divided into head and tail part. 



The head was elliptical shape and the size was 1.45㎛. After 

cryopreservation with Alserver's solution, MFRS (marine fish ringer 

solution), 5% glucose and Ham's F-10 as diluents and DMSO 

(dimethylsulfoxide) and TYB (test yolk buffer) as cryoprotectants, lower 

motility was observed in the thawed sperm compared to the control sperm 

in fresh semen (P〈0.05). However, the fertilization and hatching rates 

were 69.3% and 39.8% in the control, 57.5% and 30,2% in ATS (thawed 

sperm after cryopreservation with Alserver's solution as a diluent and 

TYB as a cryoprotectant) groups, respectively. Both fertilization and 

hatching rates in the ATS groups reached approximately 75% of those 

the control.

The fertilized egg of T. rubripes was adhesive-sinking spheres, and 

1.2-1.3mm in oocyte diameter. Hatching began approximately 9-12 days 

after the fertilization at a water temperature of 16.0-17.0℃. 

The total length of newly hatched larvae was about 2.9mm TL. Their 

mouths were opened at 4 days after haching (DAH), and the yolk and 

oil globules were almost absorbed within 10 DAH when fish reached 

about 4.3mm TL. The larvae reached about 5.4mm TL at 20 DAH, and 

the menbrane fin began to differentiate at the time the dorsal, anal, and 

caudal fines. The larvae reached 9.8mm TL at 30 DAH, and developed 

9 fin rays in caudal fin.
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Ⅰ .  서   론

자주복, Takifugu rubripes은 복어목 Tetraodontiformes 참복과 

Tetraodontidae에 속하는 어류로서 우리나라 전 연안 및 일본 홋가이도 이

남과 동중국해에 분포하며 전장 70cm 이상까지 성장하는 대형종이다(Abe, 

1949; 松原, 1955). 자주복은 우리나라와 일본에서 해산 자원 어류로서 기

호도가 매우 높아 수요가 늘어나고 있으나, 우리나라에서는 자주복의 완전

양식을 위한 계획적인 인공 수정란 생산에 대한 연구가 미진한 실정이다. 

일본에서는 자주복의 양식 산업화를 위해 인공 수정과 종묘 생산(蕂田, 

1962)을 시초로 종묘 생산과 생산성 향상을 위한 시도(北田․北島, 1983)와 

호르몬 처리에 의한 자연산 친어의 성숙 촉진(長谷川 等, 1978; 宮本 等, 

1992)등 많은 연구가 수행되어 자주복의 완전양식이 이루어지고 있다. 반

면 우리나라에서는 1970년에 근해에서 어획된 자주복에서 난과 정자를 확

보하여 수정란을 만들고 종묘 생산(Pyen and Rho, 1970)을 시도한 이래로 

자․치어 사육 생태에 관한 연구(Ko and Rho, 1996; Kim et al., 2003)와 

태반성 성선 자극 호르몬(HCG, human chorionic gonadotropin) 처리에 의

한 인공 채란(Yang et al., 1994)에 대한 연구가 수행되었으며, 일부 업체에

서 인공 채란에 대한 연구가 지속되고 있지만 아직까지 자주복 어미의 성 

성숙 제어를 통한 안정적인 수정란 생산이 이루어지지 않아 일본에서 수입

한 수정란에 의한 종묘 생산과 양성이 남해안과 제주도 일부 지역에서만 

이루어지고 있다. 

자주복은 산란 행동 장애로 사육 수조내에서 자연 산란이 어렵고, 산란

이 일어나더라도 난질이 저하되거나 자연 채란 시기를 놓쳐 수정률이 떨어

진다. 이러한 이유에서 자주복에서는 배란 유도를 위한 호르몬 처리가 선
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행되어야 한다. 어류를 대상으로 성 성숙 및 배란 유도를 위한 외인성 호

르몬의 사용은 1930년에 Houssay가 Prochilodus platenis의 뇌하수체를 

Cnesterdon decemnaculatus 복강에 주사하는 것을 시작으로 HCG, 황체형

성호르몬 방출호르몬(LHRH)/생식소자극호르몬 방출호르몬(GnRH) 및 그 

유사체 등을 주로 사용하였다(Crim et al., 1983; Larsson et al., 1997; 

Song, 2004). LHRHa는 생물학적 활성이 HCG나 LHRH 그 자체보다 높기 

때문에 여러 어종에서 성 성숙 및 배란 유도를 위해 사용되고 있다(Crim 

et al., 1983; Harvey et al., 1985; Lee et al., 1987). 

그리고 어류의 방란․방정 시기 및 성비의 불균형으로 사육조건에서 동

일한 시기에 채란 및 정자 확보가 어려운 경우, 안정적인 수정란 생산과 

년중 종묘 생산을 위해서는 정자 동결 보존 기술이 필요하여 해산 어류에

서의 정자 냉동 보존이 자주복(Chang et al., 1998), 감성돔, Acanthopagrus 

schlegeli (Lim et al., 1997), 넙치, Paralichthys olivaceus (Zhang et al., 

1997), 능성어, Epinephelus septemfasciatus (Song, 2004) 등에서 수행되었

다.

이 연구는 자주복의 완전양식을 위해 호르몬 처리에 의한 배란 및 배정 

유도 실험과 냉동 보존한 자주복 정자를 해동한 후 정자의 운동성과 수정

능력을 조사하여 계획적이고 안정적인 수정란 생산 및 종묘 생산을 하는데 

그 목적이 있다.
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Ⅱ .  재 료  및  방 법

1. 실험어 및 사육 환경

사육수조는 사조 CS (주) 제주양식장 내에 직경 5m × 수심 1.5m인 원

형 콘크리트 수조 3개를 사용하였고, 각 수조에는 3년생 자주복(평균전장 

42.67±2.37cm, 평균체중 1.53±0.19kg)을 각각 20-21미씩 수용하였다. 실험

기간 동안 사육수는 자연 해수와 지하 해수를 혼합하여 사육하였으며, 사

육수조의 일일 환수량은 10-12회전을 유지 하였다. 먹이는 습사료(moist 

pellet, MP)를 하루 1회 오전에 공급하였다. 

실험기간 동안 사육수의 수온과 용존산소(Dissolved oxygen, DO)는 매

일 1회 측정하였으며, 수온은 수은 온도계, DO는 DO meter (DO-14P, 

TOA)를 사용하였다. 

2. 난 성숙 및 배란 유도

성 성숙과 배란 유도를 하기 위하여 자주복의 난모세포의 성숙도를 조사하

였고, 배란 유도가 가능한 암컷을 대상으로 생식소자극호르몬-방출호르몬 

(LHRHa: desGly10〔D-Ala6〕- luteinizing hormone releasing hormone 

ethylamide, Sigma Co., USA)과 태반성성선자극호르몬(HCG: human 

chorionic gonadotropin, Sigma Co., USA)을 처리하였다.

1) 난모세포 발달 조사

인위적 배란을 유도하기 위한 호르몬의 적정 처리시기를 알아보기 위하여 

cannulation 방법으로 전장 39.0-47.5cm, 체중 1,160-1,697g 내외의 자주복 암

컷 6마리의 난경 발달 정도를 파악하였다(Table 1).
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실험어는 150-200 ppm의 2-phenoxyehanol에 마취시킨 후 외부 생식공의 

발달정도에 따라 실험어를 선택하여 내경 1.2mm, 외경 2.0mm인 실리콘 재질

의 cannular를 이용하여 cannulation을 하였다. 난 성숙과 배란 유도를 하기

위해 600㎛ 이상 난모세포를 가진 암컷을 선별하여 portable reader (SERIAL 

N˚)로 표지하여 수용하였다. Tag한 암컷 개체들은 2주 간격으로 cannulation 

방법을 통해 난경 발달 정도를 조사하였다. 조사 후 실험어는 질병 감염 예

방을 위해 100 ppm의 Tiamulin hydrogen fumarate으로 약욕하였다(Fig 1).

2) LHRHa에 의한 배란 유도 

배란 유도를 위해 LHRHa는 Shein (2000)의 방법에 따라 에틸알코올에 녹

인 LHRHa 용해액과 cocoa butter (EA, Japan)를 1:9 비율로 혼합하여 사용

하였고, HCG는 생리식염수에 용해하여 사용하였다. 배란 유도를 위한 호르

몬 처리는 400㎍ LHRHa/kg BW 농도로 1회 처리한 처리구와 LHRHa 400㎍ 

처리 2주후 500 IU HCG/kg BW 농도로 1회 처리한 처리구를 두었다. 배란

을 유도하기 위한 호르몬은 어체의 등 근육 부위에 주사하였다. 배란 유무 

확인은 호르몬 처리후 3일 부터 4시간 간격으로 조사하였다(Fig. 2). 
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Table 1. Total length and body weight of T. rubripes used in examination 

of oocyte diameter by developmental stages

Female Male

Total length 

(㎝)

Body weight 

(g)

Total length 

(㎝)

Body weight 

(g)

42.0 1,624 41.5 1,353

47.5 1,697 39.0 1,303

39.0 1,679 41.5 1,477

43.0 1,612 45.0 1,586

44.0 1,355 43.0 1,720

43.5 1,160 43.0 1,802
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A B

C D

Fig. 1. Examination steps for the investigation of oocyte diameter of T. 

rubripes by cannulation method. A: body weight measurement, B: 

cannulation, C: tagging with microchip, D: shutting experimental 

fish into a cage.
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A B

C D

Fig. 2. Examination steps for hormonal treatment to ovulation of T. 

rubripes. A: Tag reading, B: anesthetization in 150-200 ppm 

2-phenoxy ethanol, C: intramuscular injection with LHRHa (400㎍

/kg), D: treatment of 100 ppm Tiamulin hydrogen fumarate 

cline-HCl.
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3. 정자 냉동 보존 

1) HCG에 의한 배정 유도

자주복 수컷(전장 42.17±2.02cm, 체중 1.54±0.20kg) 6마리를 이용하여 배정

유도를 하였으며, 배정 유도를 위한 호르몬 처리는 500 IU HCG/kg BW 농

도로 1회 근육주사 하였다(Table 1). 호르몬 처리 후 24시간 간격으로 2일간 

배정 유무를 복부압박으로 조사하였다. 

2) 정자 냉동 보존 

성숙한 자주복 수컷 어미(전장 44.0cm, 체중 2.1kg)에서 정자를 채취하여 

냉동 보존 실험을 실시하였다. 실험은 정자의 형태적 특징 그리고 희석액

과 동해방지제 종류에 따른 냉동 정자의 해동 후 운동성을 조사하였다. 

(1) 정자의 형태적 특징

어체로부터 정액을 채취하기 위하여 2-phenoxyethanole로 마취시킨 후 

비뇨 생식공 주위를 눌러 오줌과 배설물을 제거한 다음 복부를 가볍게 압

박하여 채정을 하였다. 채취한 정액을 원심분리(15,000×G, 10분)한 후 최하

층에 있는 sperm pellet을 채취하여 실험에 사용하였다. 정자의 형태적 특

징을 조사하기 위해 정자를 2.5% glutaraldehyde 용액에 90분 동안 전고정

을 하였으며, 전고정 후 2.0% osmium tetroxide 용액에 1시간 동안 후고정

을 하였다. 그리고 저농도 에틸알콜(50%)로부터 에틸알코올 계열하에서 탈

수하고, isoamilacetaee를 사용하여 치환시켰다. 형태적 특징은 주사전자현

미경(SEM, scanning electron microscope)을 이용하여 조사하였다. 

(2) 희석액과 동해방지제 

정자 냉동 보존에 적합한 희석액(dileunt)과 동해 방지제(cryoprotectant)를 

탐색하기 위하여 4가지 희석액과 2가지 동해 방지제를 사용하였다. 희석액

은 Alsever's solution, marine fish ringer solution (MFRS), 5% glucose 와 

Ham's F-10을 사용하였다(Table 2). 
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정자 냉동 보존에 사용한 동해 방지제는 dimethylsulfoxide (DMSO)와 

Test Yolk Buffer (TYB, Irvine Scientific)를 사용하였다. 

(3) 냉동 보존 평가

정자 냉동 보존 과정에서 동해 피해 방지를 위한 각각의 희석액과 동해

방지제 종류의 혼합비율은 Chang et al. (1999)과 Trounson and Gardner 

(2000) 등의 방법을 응용하여 설정하였다(Table 3). 모든 실험구의 평형시

간은 1분 이내로 하였고 정자 냉동에는 0.25ml 용량의 정자 보존용 straw

를 이용하였다. 각 실험에서 정자가 주입된 0.25ml 정자 보존용 straw를 

액체질소 증기(-76℃)로 천천히 1차 냉동한 다음, 신속히 액체질소(-196℃)

에 넣어 2차 냉동하였다. 냉동된 정자는 액체질소 탱크에 7일간 저장하였

으며, 해동은 30.0±0.5℃의 항온수조로 옮겨 10초 이내에 시행하였다.

냉동 보존된 정자의 운동성 평가는 각 실험구별로 정자를 해동하여 자연 

해수와 1:9의 비율로 희석한 후 Makler counting chamber (Sefi-Medical 

In.)를 이용하여 광학현미경과 모니터 하에서 해동 이후 경과 시간에 따른 

정자 운동성을 조사하였다. 정자의 운동성 파악은 Strussmann et al. 

(1994)의 정자 활성 지수(sperm activity index) 측정 방법을 변형하여 이

용하였다(Table 4).
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Table 2. Constituents of the diluents used for sperm cryopreservation of 

T. rubripes 

Diluents Constituents

Alsever's 

solution

2.05g glucose, 0.4g sodium chloride, 0.8g sodium 

citrate/100ml D.W.1)

MFRS2)
0.346g CaCl2, 0.597g KCl, 0.017g MgCl2, 13.5g NaCl, 

0.025g  NaHCO3/1,000 ml D.W.

5% glucose 5g glucose/100 ml D.W 

Ham's F-10
3)

(mM/L DW)

NaCl, 126.60; KCl, 3.82; MgSO4‧7H2O, 0.62; NaHPO4, 

1.31; KH2PO4, 0.61; NaHPO4, 14.28; CaCl2․2H2O, 0.30; 

Phenol Red, 0.03; Arginine, 0.11; Aspartic acid, 0.10; 

Glycine, 0.14; Isoleucine, 0.02; Leucine, 0.10; Lysine, 

0.20; Methionine, 0.03; Phenylalanine, 0.03; Proline, 0.10; 

Serine, 0.10;  Threonine, 0.03; Tyrosine, 0.12; Valine, 

0.03; Sodium Pyruvate, 1.00; Calcium Lactate, 1.00; 

Glucose, 6.11; Arginine, 1.21; Glutamine, 1.0; Thymidine 

3.00

1)
DW, distilled water; 

2)
MFRS (marine fish ringer solution), Chang et al., 

1999; Ham's F-103), Trounson and Gardner, 2000.
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Table 3. Diluents and cryoprotectants tested for sperm cryopreservation 

of T. rubripes

Treatment 

group

Composition Mixture rate

(each volume)Diluents Cryoprotectant Sperm

ADS
Alsever's 

solution
DMSO1) sperm pellet 0.72:0.13:0.15

MDS MFRS2) DMSO sperm pellet 0.72:0.13:0.15

GDS 5% glucose DMSO sperm pellet 0.72:0.13:0.15

HDS Ham's F-103) DMSO sperm pellet 0.72:0.13:0.15

ATS
Alsever's 

solution
TYB4) sperm pellet 0.72:0.13:0.15

MTS MFRS TYB sperm pellet 0.72:0.13:0.15

GTS 5% glucose TYB sperm pellet 0.72:0.13:0.15

HTS Ham's F-10 TYB sperm pellet 0.72:0.13:0.15

1)DMSO (dimethylsulfoxide), MAF, 1997; 2)MFRS (marine fish ringer 

solution), Chang et al., 1999; 3)Ham's F-10, Trounson and Gardner, 

2000; 
4)

TYB (test yolk buffer), Trounson and Gardner, 2000.
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Table 4. Numerical degree used for the evaluation of sperm motility in 

the cryopreservation experiment

Criterion Sperm motility

3 Forward movement rapidly

2 Forward movement slowly

1 Vibrating movement moderately

0 Immobile sperm
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4. 인공 수정

자주복 수정란을 생산하기 위해서 각각 호르몬 처리하여 배란과 배정을 

유도한 암컷과 수컷을 복부압박법으로 채란과 채정을 하였으며, 건식법으

로 인공 수정을 시켰다. 수정시킨 알은 5, 6회 세란하고 부화수조에 수용하

여 각각 수정률과 부화율을 조사하였다.

1) 정자의 수정률과 수정란 부화율

인공 채란된 알과 HCG로 방정을 유도한 신선한 정자를 인공 수정시켜 

수정률과 부화율을 각각 조사하였다. 수정률은 각각의 실험구에서 인공 수

정 후 5일째 배체가 형성된 때를 기준으로 3회 조사하였고, 부화율은 부화

가 대부분 이루어지는 부화시작 3일후에 조사하였다. 

2) 해동 정자의 수정률과 수정란 부화율

냉동 보존된 정자의 해동 후 인공 수정에 따른 수정률과 부화율 조사는 

각 실험구의 해동 정자와 어체에서 채취한 신선한 정자를 사용하였다. 인

공 수정은 2005년 5월 5일 채란된 알을 이용하였고, 대조구와 실험구 모두

에서 각각 수정률과 부화율을 3회 조사하였다.
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5.  수정란 및  자어  발 달  

1) 수정란 배양과 발생 과정

성숙한 자주복의 암수에서 채란된 알과 채정된 정자를 건식법으로 수정

시켜 난경과 시간경과에 따른 발생 과정을 조사하였다. 수정란은 부화수조

내에 수용하였으며, 환수는 1일에 약 8회전 정도로 하면서 강하게 통기를 

하였다. 부화시 사육 수온은 16.0-17.0℃를 유지하였다.

 

2) 자어의 사육과 성장

부화된 자어는 20L 원형 아크릴 수조에서 1일 0.5회전 정도로 환수하였

고, 수온은 17.0-18.0℃를 유지하였다. 자어의 난황흡수와 개구시간 및 사육

경과 시간에 따른 자어의 전장 변화를 24시간 간격으로 조사하였다. 

실험기간 동안 자어 먹이는 부화 후 4일째부터 로티퍼를 사육수 ml당 

15개체의 밀도로 급이하였고, 부화 후 20일째부터 초기 인공사료(크기: 150

㎛, INVE, USA)와 Artemia(2-3 개체/ml 사육수), 로티퍼를 급이하였다. 

이후 자어가 성장함에 따라 점차 인공사료의 크기를 증가시켰다(Fig. 3).

6.  자료  분 석 

모든 결과의 통계처리는 ANOVA-test를 실시하여 Duncan's multiple 

range test (Duncan, 1955)로 평균간의 유의성을 SAS 통계프로그램으로 

검정하였다.
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Fig. 3. Rearing scheme during the larval rearing of T. rubripes.
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Ⅲ .  결   과

1. 사육 환경

실험기간 중 사육 수온은 16.8-19.6℃의 범위였으며, 8월에 최고에 달하

였고, 평균 수온은 17.8℃이었다. 사육수의 DO는 6.8-9.6㎎/ℓ범위였다(Fig. 

4).
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Fig. 4. Monthly changes of dissolved oxygen (DO) and water temperature 

during a controlled photoperiod experiment.
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2. 난 성숙 및 배란 유도

1) 난모세포 발달

자주복 암컷 친어에서는 난경 630-923㎛ 내외의 난이 생식소 내에 분포하

였다. 실험 시작시 710-760㎛ 내외의 난을 가지고 있는 개체들은 6주후 난경 

900㎛ 이상으로 난의 크기가 성장하였으며, 635.7±61.0㎛의 난을 가지고 있는 

개체는 6주후 838.7±48.0㎛까지 성장하였다(Fig. 5).

2) 호르몬 처리에 의한 배란 유도

호르몬 처리에 이용된 자주복 암컷의 체중은 1,347-1,866g 범위였다. 

LHRHa 단일처리와 LHRHa+HCG 처리를 통한 배란 유도 실험에서는 실험어 

7마리 중 6마리가 배란되어 배란율은 85.7%이었다. 어미 개체당 채란된 알은 

190-345g였고, 6마리의 총 채란된 알은 1,568g이었다(Table 5).
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Fig. 5. Change of oocyte diameter of T. rubripes. 
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Table 5. Effects of different hormonal treatments on ovulation of T. 

rubripes

Hormones
Body weight

(g)

Total weight of 

ovulated eggs (g)

LHRHa 400㎍

1,700 190

1,719 264

1,347 190

1,479 297

1,866 345

LHRHa 400㎍ 

+HCG 500 IU

1,721 282

1,584 0
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3. 정자 냉동 보존

1) 호르몬 처리에 의한 배정 유도

HCG 처리에 의해 배정 유도 실험에서는 호르몬 처리후 48시간 부터 배정

이 이루어지기 시작하였으며, 실험어 9마리 모두에서 배정이 이루어져 배정

률은 100%이었다. 

2) 정자의 외부형태 

자주복 정자는 두부와 꼬리로 구분되며, 두부는 타원형으로 장경은 약 

1.45㎛ 내외 였고, 단경은 0.38㎛ 내외 였다. 냉동 보존 후 해동한 정자는 

신선한 정자와 비교하여 형태와 크기에서 차이가 없었다(Fig. 6). 

3) 냉동 정자의 특성

냉동 정자의 운동성은 해동 후 1분 이내에는 활발한 운동성을 가졌으나, 

5분 경과한 후에는 운동성을 가진 정자는 관찰되지 않았다. 그리고 서로 

다른 희석액과 동해방지제를 사용하여 냉동한 정자의 해동 후 운동성을 평

가한 결과 동해방지제로 TYB을 사용한 모든 희석액 실험구(ATS, MTS, 

GTS, HTS 실험구)에서 활발한 정자의 움직임이 관찰되었다(Table 6).
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A

B

Fig. 6. Scanning electron microscopic photographs of the spermatozoa of 

T. rubripes. A: fresh sperm, B: thawed sperm after cryopreservation. 
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Table 6. Motility of thawed sperm of T. rubripes after cryopreservation 

with different diluents and cryoprotectant levels

Treatment groups

1 min 5 min

Sperm motility Sperm motility

ADS 0 0

MDS 0 0

GDS 0 0

HDS 1 0

ATS 2 0

MTS 2 0

GTS 2 0

HTS 2 0

ADS, thawed sperm after cryopreservation with Alsever's solution as diluent 

and dimethylsulfoxide (DMSO) as cryoprotectant; MDS, thawed sperm after 

cryopreservation with marine fish ringer solution (MFRS) as diluent and DMSO 

as cryoprotectant; GDS, thawed sperm after cryopreservation with 5% glucose as 

diluent and DMSO as cryoprotectant; HDS, thawed sperm after 

cryopreservation with Ham's F-10 as diluent and DMSO as cryoprotectant; 

ATS, thawed sperm after cryopreservation with Alsever's solution as diluent and 

test yolk buffer (TYB) as cryoprotectant; MTS, thawed sperm after 

cryopreservation with MFRS as diluent and TYB as cryoprotectant; GTS, thawed 

sperm after cryopreservation with 5% glucose as diluent and TYB as cryoprotectant; 

HTS, thawed sperm after cryopreservation with Ham's F-10 as diluent and TYB as 

cryoprotectant.
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4. 인공수정 

1) 정자의 수정률과 수정란 부화율 

HCG처리로 배정이 유도된 수컷 친어에서 채정한 정자와 400㎍ LHRHa/kg 

BW처리를 통해 배란이 유도된 암컷 친어에서 채란한 알을 건식법으로 인

공 수정 시켰을 때, 수정률은 69.3-89.8%이었으며, 수정란 부화율은 38.3-88.1%

이었다(Table 7). 

2) 해동 정자의 수정률과 수정란 부화율

해동 정자의 수정률은 대조구에서 69.3%였고, 실험구에서는 ATS와 HTS

에서 각각 57.5%와 53.5%로 다른 실험구(11.4-42.1%) 보다 높았다(P〈0.05). 

수정란 부화율은 대조구에서 57.5%이었고, ATS와 HTS 실험구에서 각각 

52.6%와 49.3%로 다른 실험구 보다 높았다(P〈0.05, Table 8).
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Table 7. Fertilization and hatching rate of the stripped eggs and sperm of 

T. rubripes after hormone treatments

Experimental groups
Body weight

(g)

Fertilization 

rate (%) 

Hatching rate 

(%)

LHRHa 400㎍

1,700 - -

1,719 74.9 39.8

1,347 - -

1,479 89.0 52.3

1,866 89.8 88.1

LHRHa 400㎍ 

+HCG 500 IU

1,721 73.1 38.3

1,584 -
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Table. 8. Fertilization and hatching rate of fresh sperm and thawed 

sperm of T. rubripes after cryopreservation with different 

diluents and cryoprotectant levels

Experimental 

group

Fertilization rate

(%)

Hatching rate

(%)

Total hatching 

rate (%)

Control 69.3 57.5 39.8

ADS 38.0 43.2 16.4

MDS 11.4 6.7 0.8

GDS 35.8 42.1 15.1

HDS 38.2 41.3 16.9

ATS 57.5 52.6 30.2

MTS 23.7 30.7 7.3

GTS 42.1 46.4 19.5

HTS 53.5 49.3 26.4

ADS, thawed sperm after cryopreservation with Alsever's solution as diluent 

and dimethylsulfoxide (DMSO) as cryoprotectant; MDS, thawed sperm after 

cryopreservation with marine fish ringer solution (MFRS) as diluent and DMSO 

as cryoprotectant; GDS, thawed sperm after cryopreservation with 5% glucose as 

diluent and DMSO as cryoprotectant; HDS, thawed sperm after 

cryopreservation with Ham's F-10 as diluent and DMSO as cryoprotectant; 

ATS, thawed sperm after cryopreservation with Alsever's solution as diluent and 

test yolk buffer (TYB) as cryoprotectant; MTS, thawed sperm after 

cryopreservation with MFRS as diluent and TYB as cryoprotectant; GTS, thawed 

sperm after cryopreservation with 5% glucose as diluent and TYB as cryoprotectant; 

HTS, thawed sperm after cryopreservation with Ham's F-10 as diluent and TYB as 

cryoprotectant.
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5. 수정란 및 자어 발달

  

1) 수정란 배양과 발생 과정

난은 구형의 침성점착난으로 평균 난경은 1,222.3-1,303.3㎛였으며, 유백

색을 띠었다. 위란강은 좁고 다수의 소유구가 난황의 상부에 존재하였다. 

수정 전의 난은 투명하고 점착력이 적으나 수정이 이루어짐에 따라 점착력

이 강해졌으며, 부화가 가까워질수록 다시 약해지는 경향을 보였다. 발생 

초기의 수정란은 불투명하게 되어 외부로부터 난할이 진행되는 것을 관찰

할 수가 없고 단지 다수의 유구만 관찰되었다(Fig. 7A). 수정 후 5일째에 

배체가 형성되었고, 배체의 측부나 난황에 흑색소포가 출현하였다(Fig. 

7B). 이 기간 동안에 미수정란은 중앙에 다수의 유구들이 터져서 기포같은 

것들이 관찰되어 수정 유무를 판단할 수 있었다. 수정후 7일째에 안구가 

형성되었으며, 심장의 박동의 시작되었고, 배체의 운동이 관찰되었다(Fig. 

7C). 수정 후 9일째에 부화가 시작되어 수정 후 12일째까지 부화가 지속되

었다(Fig. 7D). 
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A B

DC

Fig. 7. Embryonic development of fertilized eggs of T. rubripes at 

16.0-17.0℃. A, after 4 hours; B, after 5 days (Composition of 

embrional body); C, after 7 days (Active motility of embrional 

body); D, after 9 days (Initiation of hatching). Scale bar=1,000㎛.
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2) 자어의 사육과 성장

부화 직후의 자어는 전장이 2.9mm전후이고, 입은 닫혀 있었다. 막 지느

러미는 머리 위 부분에서 시작되며, 작은 과립이 그 위에 존재하였다. 부채

모양의 가슴지느러미가 출현하며, 눈은 진한 청록색을 띠었다. 난황은 타원

형이며, 작은 유구가 조밀하게 분포하였다. 입, 난황 그리고 항문 바로 위

쪽의 배 부분에 나뭇가지 모양의 흑색소포가 분포하였다(Fig. 8A).

부화 후 4일째에 입이 열리기 시작하고, 전장 4.3mm전후가 되는 10일째

에는 난황이 완전히 흡수되며, 복강의 위쪽 앞부분에 모여있는 유구들도 

소실되었다. 대형의 나뭇가지 모양의 흑색소포는 머리부분과 가슴지느러미 

밑 부분에 출현하였으나, 몸의 옆면에는 나타나지 않았다(Fig. 8B). 

부화후 20일째 후기자어는 전장이 5.4mm전후이며, 막 지느러미는 등, 

뒤, 꼬리지느러미로 분화하였다. 흑색소포는 머리와 몸통의 옆면에서 배쪽

을 따라 발달하였으며, 머리 위쪽과 몸통부분의 등쪽에는 산발적으로 분포

하였다(Fig. 8C). 

부화후 30일째 후기자어는 전장이 9.8mm 전후이며, 꼬리지느러미는 상

하 양엽이 불대칭 형태로 9개의 기조가 발달하였다. 흑색소포는 머리와 몸

통 부분의 전체를 둘러싸며, 등지느러미 밑 부분과 뒷지느러미 밑 부분에 

대형의 흑색소포가 조밀하게 분포하였다(Fig. 8D).
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A B

DC

Fig. 11. Microscopic photographs of T. rubripes larvae. A, newly hatched 

larva, 2.9mm total length (TL); B, 10 day old larva, 4.3mm TL; 

C, 20 day old larva, 5.4mm TL; D, 30 day old larva, 9.8mm TL.
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Ⅳ.고  찰

양식 대상 어종을 양식 산업화하기 위해서는 친어관리를 통한 수정란 생

산과 종묘 생산, 양성으로 이어지는 완전양식이 이루어져야 한다. 이를 위

해서는 사육 수조내에서 인위적 성 성숙 제어를 통한 계획적인 수정란 생

산이 가능해야 한다(Bromage and Roberts, 1995).

수조에서 사육하는 경우에 난모세포의 성숙이 진행되지 않거나 산란 행

동 장애로 산란이 일어나지 않는다. 이러한 생식 기능 장애는 수조내에 가

두어지는데에 따르는 스트레스(Sumpter et al., 1994; Pankhurst and Van 

der Kraak, 1997)와 자연 산란 환경조건의 결여(Zohar, 1989a,b; Yaron, 

1995; Battaglene and Selosse, 1996; Ohta et al., 1997)등 복합적인 원인에

서 기인한다. 자주복은 모래바닥이나 자갈바닥 위에 복부를 비비면서 산란

하는 산란 습성을 갖고 있어 수조내에서는 이러한 산란 행위가 어렵기 때

문에 산란이 잘 일어나지 않는다. 간혹 일부에서 산란이 일어나더라도 난

질이 저하되거나 적절한 채란 시기를 놓쳐 수정률이 떨어진다. 친어 사육

에서 난질저하 원인은 어미의 건강상태, 성비 불균형 및 산란에 부적합한 

환경요인으로 추정되고 있다(Toledo et al., 1993; Okumura et al., 2002). 

또한 배란에 따른 채란 시기가 난질과 수정률에 중요한 영향을 준다 

(Shelton, 1989). 

이와 같은 문제의 해결방안으로 호르몬을 사용하여 어류의 성숙 및 배란 

유도를 시도하고 있고, 처리방법으로는 경구투여 및 주사, implantation 방

법을 이용하여 Pleuronectes ferrugineus (Larsson et al., 1997), Salmo 

salar (Crim et al., 1983), 자주복(Chuda et al., 1997) 등에서 시도되고 있

다. 인공 종묘 생산을 위한 양질의 난을 확보하기 위해 주로 HCG와 

GnRH 또는 LHRH 및 그 합성제(GnRH analogue: GnRHa)들과 tamoxifen 

및 clomiphene 물질이 사용되고 있다(Zohar and Mylonas, 2001). 
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HCG의 경우 현재 가장 널리 사용되어 황복, T. obscurus (Jang, 1996), 

독가시치, Siganus fuscescens(Hwang, 1999) 와 자주복(Yang et al., 1994)

에서 배란 및 산란 유도에 효과가 있다고 보고 되고 있다. 그러나 복강에 

주사된 이 호르몬이 난소에 직접 강하게 작용하여 부작용을 일으키는 등 

산란 유도율에 있어서 개선해야할 점이 많다(Zohar and Mylonas, 2001). 

시상하부의 신경분비세포에서 분비되는 GnRH 및 합성제인 GnRHa는 

종 특이성이 낮고 투여한 어류자체의 GTH를 방출시켜 성숙, 배란을 유도

하기 때문에 모든 어종에서 성숙 유도 효과를 기대할 수 있다. 현재는 

GnRH의 유사체 (Des-Gly10-[D-Ala6]LHRH ethlamide: LHRHa)가 인공 합

성되어 손쉽게 구할 수 있고, 이것은 체내에서 대사되기 어렵기 때문에 어

류 본래의 GnRH보다도 효과가 강하며 저 농도에서도 효과가 있어 경제적

으로 유리하다(Sherwood et al., 1994; Zohar and Mylonas, 2001). 

LHRHa는 다수의 경골어류에서 성공적으로 배란이 유도되었고(Crim et 

al., 1987; Thomas, 1994), 이 실험에서도 자주복 암컷을 대상으로 400㎍ 

LHRHa/kg BW와 400㎍ LHRHa/kg BW+500 IU HCG/kg BW를 각각 처

리하여 자주복 암컷의 난 성숙 및 배란 유도를 할 수 있었다. 참돔, 

Pagrus major (Matsuyama et al., 1992; Kumakura et al., 2003), 

Dicentrarchus labrax (Fornies et al., 2001; Mananos et al., 2002; Mateos 

et al., 2002), 능성어류(Watanabe et al., 1995; Marino et al., 2003) )등에

서는 10-100㎍ LHRHa/kg BW를 처리하여 배란 유도가 가능하였다. 난 성

숙 및 배란을 유도하기 위한 호르몬의 종류와 처리 농도는 어종에 따라 차

이가 있으며, 동일 어종에서도 차이가 발생하는 것은 호르몬 종류와 처리 

농도에 따라 어체의 생리적 반응에 의한 것으로 생각된다. 

호르몬 처리 후 배란 까지 걸리는 시간은 종에 따라 차이를 가진다. 

HCG를 처리한 경우에도 방어, Seriola quinquweadiata(梅田 等, 1981), 참

돔(赤崎 等, 1976), 돌돔, Oplegnathus fasciatus(松山 等, 1989), 능성어

(Song, 2004)등에서는 48 시간 이내 였는데, 자주복인 경우는 宮本 等
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(1992)에 의하면 83-174 시간이고, Yang et al. (1994)에 의하면 114-142 

시간이어서 다른 어종에 비해서 채란이 가능한 시간까지 걸리는 시간이 길

었다. 이 연구에서는 LHRHa를 처리한 후 자주복의 채란 가능 시간까지 

86-168 시간이 걸려 宮本 等(1992)과 비슷하였다. 이와 같은 호르몬 처리 

후 채란까지 걸리는 시간은 종에 따라서 차이가 있으나, 사육조건, 호르몬 

종류와 농도 차이도 하나의 원인으로 생각된다.

자주복 정자의 두부 형태는 원형인 turbot (Dreanno et al., 1997), 넙치

(Zhang et al., 2003)와 능성어(Song, 2004) 등과는 달리 타원형이며, 두부

의 장경은 1.45㎛로 Tubot (Dreanno et al., 1997), 감성돔(Chang et al., 

1998), 넙치(Zhang et al., 2003), 능성어(Song, 2004)등의 두부 크기 1.2-1.5

㎛와 비슷하였다.

어류 정자의 냉동 보존에는 어종에 적합한 희석액과 동해방지제, 평형시

간 및 해동온도 등이 중요한 역할을 한다(Jamieson., 1991). 

정자를 냉동 보존하기 위한 희석액의 갖추어야 할 요건은 삼투압 농도 

차이로 정자 활성화를 방지하고, 성분도 정장의 이온 조성과 유사해야 한

다(Jamieson., 1991). 담수 어류 정자는 정장보다 낮은 삼투압 농도에서 운

동성이 높고, 해산 어류 정자는 정장과 같은 등장액 또는 고장액에서 운동

성이 높다(Morisawa et al., 1983; Strussmann et al., 1994). 

정자 냉동 보존에 희석액으로서 삼투농도가 287 mOsm/kg인 5% glucose

는 복섬, Fugu nipbobles (Gwo et al., 1993) 및 연어과 어류(Piironen, 

1993), 감성돔(Lim et al., 1997)에서 우수한 보존 효과를 나타냈으며, 삼투

농도가 449 mOsm/kg인 MFRS는 Atlantic halibut (Bolla et al., 1987)에서 

보존 효과가 좋은 것으로 나타났다. 이와 같이 적합한 희석액의 종류는 어

종에 따라 종 특이적인 경향을 보인다. 이번 연구에서 자주복은 Chang et 

al. (1998)에서와 마찬가지로 삼투농도가 자주복 정장의 삼투농도와 비슷한 

Alserver's solution이 적합한 희석액으로 나타났다.



- 33 -

정자 냉동 보존에서 동해방지제가 갖추어야 할 요건으로는 동해방지, 친

수성과 높은 세포막 투과성, 정자에 대한 독성이 낮아야 한다(Jamieson, 

1991). 동해방지제로서 glycerol, DMSO, ethylene glycol, methanol 등이 

사용되고 있으며(Dreanno et al., 1997; Zhang et al., 2003), 종 특이성을 

나타냈었다. Glycerol은 무지개 송어, Salmo gairdneri (Stoss and Holtz, 

1983)와 능성어류 E. tauvina (Chao et al., 1992)등의 정자에 독성을 가지

는 반면, Atlantic halibut (Bolla et al., 1987)와 yellowfin seabream, A. 

australis (Thorogood and Blackshaw, 1992), 넙치(Zhang et al., 2003)등에

서는 적합한 동해방지제로 알려져 있다. 난황이나 BSA (Bovin Serum 

Albumin) 등 유기물 성분을 포함한 동해방지제는 세포막과 결합하여 냉동

과정 중에 세포의 상해를 방지하여 준다(Babiak et al., 1995). 이번 연구에

서는 자주복 정자 냉동 보존에 동해방지제로 난황성분이 들어있는 TYB를 

사용하였는데 일부 정자 엉킴 현상(aggredation)이 관찰되었으나, DMSO 

보다 효과가 좋은 것으로 나타났다. 

냉동 보존된 정자의 해동 후 운동성에 영향을 미치는 요인으로서는 평형

시간(Harvey, 1983)과 해동온도(Caylor et al., 1994)가 있다. 어류 정자는 

크기가 매우 작아 동해방지제가 세포내에 빠르게 침투하므로(Morisawa, 

1985) 냉동 보존 시기에 평형시간이 길어질수록 해동 후 정자의 운동성은 

감소한다(Gwo, 1994). 냉동 정자의 해동온도가 너무 낮으면 세포내 

recrystallization 현상이 일어나고, 너무 높은 경우 세포가 탈수된 물이 재

흡수 시간 부족으로 동해를 입어서 해동 후 정자 활력이 감소한다

(Jamieson 1991). Caylor et al. (1994)은 어류 냉동 정자의 해동온도는 

28-37℃ 범위가 적당하다고 하였다. 이 연구에서 평형 시간을 1분 이내로 

하고 해동온도를 30±0.5℃로 했을 때, 냉동 보존된 자주복 정자의 운동성

은 대부분 해동 후 1-2분에 높게 나타났으며, 2분이 지나면서 운동성은 현

저히 떨어졌다.

어류의 냉동 보존 정자를 해동하여 인공 수정을 했을 때, 황복(Chang et 
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al., 1999), 넙치(Zhang et al., 2003), 무지개송어(Cabrita et al., 2001) 등에

서 수정률과 부화율은 신선한 정자를 이용했을 때 보다 낮았다. 이 실험에

서도 신선한 정자를 이용했을 때 보다 모든 실험구의 수정률과 부화율이 

낮게 나왔지만 ATS 실험구에서는 수정률과 부화율 모두에서 신선한 정자

를 사용한 대조구의 75%까지 나왔다. 또한 ATS와 HTS 실험구의 수정률

과 부화율이 각각 53.5-57.5%와 49.3-52.6%로 다른 실험구 보다 높게 나타

났다(P〈0.05).

수정란의 난 발생 속도 및 부화율은 수온 이외에 조도, aeration 등에 영

향을 받는다(Piper et al., 1982). 복어류의 알은 난막이 두껍기 때문에 수온

의 허용범위가 높고, 수온의 급격한 변동에 저항력이 강하다고 알려져 있

다(蕂田, 1962). 졸복. T. pardalis의 온도 허용 범위는 12.0-24.0℃이고 자

주복은 13.0-22.0℃이며, 자주복의 부화는 수온 15.6-17.2℃에서 약 243시

간, 수온 16.2-17.5℃에서는 288시간이라는 장시간이 걸렸다(蕂田, 1962). 또

한 Pyen and Rho(1970)는 수온 15.9-17.4℃에서 163시간이 걸렸고, 

Han(1999)은 수온 15.1-18.0℃에서 161시간에 부화하기 시작되어 180시간 

30분에 대부분 부화한다고 보고하고 있다. 이번 연구에서는 수온 16.0-17.

0℃에서 216시간에 부화하기 시작하여 288시간까지 부화가 지속되었다. 이

처럼 자주복의 부화시간은 분리부성란을 갖고 있는 돌돔(Yoo et al., 1988), 

넙치(Han and Kim, 1997), 능성어(Song, 2004) 등에 비해서 많이 걸렸지만 

연어류(Myong and Kim, 1993)보다는 적게 걸렸다.

부화 직후 자주복 자어는 난황과 다수의 유구를 가지고 있었고, 전장 

2.9mm 전후로 다른 어류보다 자어의 크기가 다소 컸으며, 부화 후 4일째

에 개구가 시작되어 전장 4.3mm전후가 되는 10일경에는 난황이 완전히 흡

수되었다. 이것은 첫 먹이 섭취시 크기가 상대적으로 크기 때문에 먹이 섭

취 가능성이 높아 생존에 유리하다는 점(Hunter, 1981; Quattro and 

Weeks, 1991)과 난황이 흡수되는데 걸리는 시간이 길다는 점에서 다른 어

류에 비해 종묘 생산이 원활한 이점을 갖게 한다고 생각한다.
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앞으로 안정적인 자주복 수정란 생산을 하기 위해서는 수정률 및 부화율

을 향상시키기 위한 어미 사육 시스템 개발에 대한 연구가 필요할 것으로 

사료된다.
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Ⅴ. 요  약 

자주복 Takifugu rubripes의 양식 산업화를 위해서는 계획적인 수정란 

생산이 선행되어야 한다. 이 연구에서는 인공 수정란 생산에 의한 종묘 생

산 기술 개발을 위하여 친어관리 그리고 배란 유도, 정자 냉동 보존, 난 발

생 및 자어 발달에 관한 연구를 수행하였다.

친어사육은 사조 CS (주) 제주양식장 내에 직경 5m × 수심 1.5m 원형 

수조 3개에 각각 20-21 마리를 수용하여 사육관리하였다. 친어는 전장 

42.67±2.37cm, 체중 1.53±0.19kg인 3년산 자주복을 사용하였다. 

자주복의 난경조사는 2005년 1월 9일부터 2월 18일 까지 2주 간격으로 

cannulation 방법에 의해 수행되었다. 시작시 난경은 710-760㎛의 범위였고, 

6주후 난경이 점차적으로 증가하여 900㎛ 이상으로 성장하였다. 배란 유도를 

위해서, 평균 900㎛ 이상 난모세포를 가지는 친어를 대상으로 LHRHa 400㎍

/kg BW로 주사하였다. 배란은 LHRHa를 처리한 7마리 중 6마리가 배란되어 

배란율은 85.7%였고, 총 채란된 알은 1,568g이었다. 

정자의 냉동 보존은 정소와 난소의 성숙 시기 불일치 때문에 수정 시기를 

조절하기 위해 수행하였다. 

자주복 정자는 두부와 꼬리부로 구분되며, 두부는 타원형이고 크기가 

1.45㎛ 이었다. 희석제로는 Alsever's solution, MFRS (marine fish ringer 

solution), 5% glucose와 Ham's F-10, 그리고 동해방지제로는 DMSO 

(dimethylsulfoxide)와 TYB (test yolk buffer)를 사용하여 냉동 보존된 자

주복 정자의 해동 후 운동성은 대조구 보다 낮았다(P〈0.05). 수정률과 수

정란 부화율은 대조구에서는 각각 69.3%와 39.8%이고, ATS(희석제; 

Alserver's solution, 동해방지제; TYB) 실험구에서는 각각 57.5%와 30.2%

이다. ATS 실험구의 수정률과 수정란 부화율은 모두 대조구의 75% 범위
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였다. 

자주복 수정란은 구형의 침성점착란으로 난경이 1.2-1.3mm이었다. 수온 

16.0-17.0℃에서 부화까지 걸리는 시간은 9-12일이었다. 

부화 직후 자어는 전장 2.9mm 이었다. 부화 후 4일째 개구가 시작되어, 

전장 4.3mm전후가 되는 10일경에는 난황이 완전히 흡수되었다. 부화 후 

20일째 후기자어는 전장이 5.4mm전후이며, 막 지느러미는 등, 뒤, 꼬리지

느러미로 분화하였다. 부화 후 30일째 후기자어는 전장이 약 9.8mm로 성

장하였으며, 꼬리지느러미에 9개의 기조가 발달하였다.
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수님께 감사드리며, 학위과정 중에 많은 관심과 애정으로 지도해 주신 노섬 

교수님, 정상철 교수님, 이기완 교수님, 최광식 교수님께 감사드립니다.

친어관리에서부터 모든 실험이 원활하게 될 수 있도록 도움을 주신 사조 

CS (주) 박길수 대표 이사님, 송영길 과장님, 고영수 계장님, 양훈석 계장

님, 김형철 계장님, 현종우 대리님, 오상민 대리님, 송영만 님, 송진호 님, 

송혜영 님, 오은주 님, 자주복 관리와 실험에 아낌 없는 조언을 주신 고환봉 

차장님, 그리고 하나의 성과물을 위해서 2년여 동안 함께 고생하다가 올해 

사조 CS (주) 제주양식장 식구가 된 김삼연 군을 비롯한 양식사업팀 가족 

여러분께 감사드립니다.

학과 사무실에서 조교로 근무하면서 행정적으로 많은 도움을 주신 강도형 님

과 최영웅 님께 감사드리고, 아울러 시설과 기자재를 이용할 수 있도록 도

움을 주신 해양과환경연구소 강태연 선생님, 김봉길 선생님, 변수철 선생

님, 김병직 박사님, 김선희 님, 재호에게도 고마움을 전합니다.

그리고 저희 아내와 동기 동창이라는 이유만으로 학위과정에서부터 마지

막 논문이 완성될 때까지 저의 뒤치닥거리를 성심 성의껏 해준 송영보 박사



와 항상 곁에서 사소한 것까지 챙겨준 발생학 실험실의 임봉수 박사, 이치

훈 실장, 김한준, 박창범, 진영석, 허성표, 이권우, 김재형 후배님들에게 고

마움을 전합니다. 또한 서종표 선배님을 비롯한 해성회 식구들인 김병호 

박사, 나오수, 오성립, 박용주, 김봉원, 최정권, 고호진, 고범호, 강지웅, 허상우 

후배님들께 감사드립니다.

늦은 나이에 새로운 학문의 길을 갈 수 있도록 뒤에서 묵묵히 보살펴 주

신 부모님과 형제들에게 감사를 드리고, 만학의 길에 접어 들 수 있도록 

용기를 주고 내조를 해준 아내와 힘든 상황에서도 항상 힘과 웃음을 주는

큰 딸 가연이와 아들 민석이에게 이 논문 한자락에 묻어있는 애환을 남겨 

두고 싶습니다.

이 연구는 사조 CS(주) 제주양식장과 산업자원부의 지역혁신 인력양성

사업의 연구결과로 수행되었습니다.
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