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Abstract 

 

It takes quite a long time for the grouper to spawn. In the case of red 

spotted grouper (Epinephelus akaara), at least three to four years of rearing 

is usually required to reproduce them for the first time. Reproductive control 

techniques can be applied to repress, delay or advance the onset of puberty. 

Thus, they can be used to accelerate the process of selective breeding in this 

species. The present study investigated whether alterations of rearing water 

temperature (WT) can advance the onset of puberty in the red spotted 

grouper. Juvenile red spotted grouper (110 DAH, 7.25±0.5 cm, 6.45±1.5 g) 

were randomly divided into 4 groups and reared for approximately 10 months 

(from Nov. 2014 to Aug. 2015) at four different WT: natural treatment(12.6-

19.5℃), 20℃, 24℃ and 28℃ treatment. When they were reared at 24 or 28℃ 

WT, sexually mature individuals appeared within 12 months after hatching 

during their breeding season (Jul. to Aug.). The mRNA levels of 

reproduction-related genes such as Kisspeptin, GnRH, FSHβ and LHβ 

were higher at these rearing WT than at natural or 20℃ WT (P<0.05). 

Mature yolk stage oocytes (≥300 μm diameter) were found in the ovaries 

of female red spotted grouper reared at 24 or 28℃ WT, while only oogonia 

were found at natural WT and peri-nucleolus stage oocytes were observed 

at 20℃ WT, respectively. Moreover, males were found to produce sperm 

only at 24 or 28℃ WT. The one-year-old mature females ovulated 6-10 
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ml of eggs that corresponded to 10% of their body weight. In artificial 

fertilization performed at 24℃ WT, the fertilization and hatching rates were 

determined to be 95% and 97%, respectively. This is the first report 

demonstrating that rearing at 24 or 28℃ WT can significantly advance the 

onset of puberty in the red spotted grouper. 
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서론 

 

어류의 puberty 는 부화 후 성 분화하여 처음으로 배우자 형성을 할 수 있는 

시기며(Schulz and Miura, 2002; Carrillo et al., 2009), puberty 조절은 어류의 

양식산업에 있어서 매우 중요하다(Goos, 1993). 어류의 puberty 는 주로 연령과 

성장, 등 번식내분비축의 활성과 연관성을 보인다(Okuzawa, 2002; Taranger et 

al., 2010). 어류의 배우자 형성 과정에는 생리적 요인과 외부 환경적 요인들에 

의해 활성 또는 억제 된다. 대표적인 생리적 요인 (Physiological 

factors)으로는 영양, 스트레스, 면역 등을 들 수 있다. 그리고 

외부환경요인(Environmental factors)으로는 광, 수온, 수압, 조석 등이 있다.  

광과 수온은 대표적인 외부환경 요인으로 배우자 형성(Glasser et al., 2004; 

Bayarri et al., 2009)에 관여하며, puberty 에도 매우 중요한 역할을 

한다(Yoneda., 2005; Taranger et al., 2010). Eurasian perch, yellow perch 

어종과 같이 주로 광이 puberty 에 많은 영향을 주는 어종이 있으나(Oliveira et 

al., 2011; Giannecchini et al., 2012), 종에 따라서 atlantic halibut, grass 

carp 어종과 같이 수온이 핵심적으로 성숙에 관여하는 어종도 있다(Glasser et 

al., 2004; Brown et a., 2006). 

이런 외부환경 요인은 각 기관의 수용체를 자극하고 뇌에서 종합되어 번식내

분비축(B-P-G axis)을 활성화 시킨다(Goos, 1993). 이전 연구에서는 puberty

와 성 성숙 관련 연구에 있어서 주로 Gonadotropin-Releasing Hormones 

(GnRH)과 Gonadotropic Hormones (GtHs)의 활성에 관한 연구들이 진행되었

다(Gen et al., 2000; Ryu et al., 2013). 하지만 최근 연구에 의하면 Kisspeptine 
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(Kiss)과 수용체인 G-protein receptor54 (GPR54)가 GnRH의 분비를 촉진하

는 상위인자로 밝혀지면서 (Gottsch et al., 2004; Messager et al., 2005; Ohga 

et al., 2015) puberty와 성 성숙 관련하여 Kiss와 Gpr54의 많은 연구들이 진행

되고 있다(Castellano et al., 2005; Kuohung et al., 2006; Kang et al., 2012).  

붉바리를 포함한 바리과 어류는 아시아와 같은 아열대 지역에서 서식하며, 제

주 연안에 서식하는 붉바리(Epinephelus akaara)는 6~8월에 산란한다. 붉바리

의 성 특성은 암컷으로 성 분화 후 3년이 지나서야 성 성숙하며, 그 중 일부(26 

cm이상, 5년 이상)가 수컷으로 전환하는 자성선숙형 자웅동체어 (protogynous 

hermaphrodite)이다(Kayano et al., 1994; Li et al., 2006, 2007; Huang et al., 

2009). 붉바리는 다른 바리과 어류와 같이 아시아에서 수요가 증가하는 고부가 

가치의 어종이다(Lee et al., 2008; Sao et al., 2012; Kim et al., 2015). 그러나 

현재 국제식량기구(FAO)와 국제자연보호기구(IUCN)에서 멸종위험종으로 분류

하고 있다(Annalie et al., 2000; Baillie et al., 2004). 현재 바리과 어류에 있어

서 외부환경 조절 및 호르몬 주입 방식으로 성 성숙과 성 전환이 이루어지는 연

구는 상당 부분 발표 되었다(Kang et al., 2012; Kim and Baek, 2014; Lee et al., 

2014). 그러나 puberty에 관한 연구 보고는 거의 없는 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 puberty에 이르는 데 오랜 시간 소요되는 붉바리를 대

상으로 외부환경 요인 중 사육 수온 조절을 통해 puberty를 유도하는 방법을 밝

혔다. 그리고 puberty 시 번식 생리 관련 유전자들의 발현 기작을 탐색하기 위

한 Kiss, Gpr54, GnRH, GtHs의 발현 양상과 생식소 발달을 비교 분석하였다. 
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재료 및 방법 

 

1. 실험어 및 사육관리 

 

실험어는 제주대학교 해양과학연구소에서 종묘 생산한 붉바리 치어(부화 후 

110일령, 7.25±0.5 cm, 6.45±1.5 g)를 사용하였다. 붉바리 치어는 해양과학연

구소에서 사육 중인 붉바리 성어를 14L:10D의 광 주기 조건과 21.0±1.0℃ 사

육 수온 조절을 통해 2014년도 7월에 종묘 생산한 개체이다. 사육 수온 조절을 

통한 붉바리의 puberty 유도를 위하여 실험구를 2군으로 나누었다. 자연 수온

(Natural treatment, N)과 20±0.5℃, 24±0.5℃, 28±0.5℃ 처리구로 구분하여, 

각각의 처리구에 600마리씩 수용하였다. 실험수조는 6톤 원형수조(3 m*85 cm)

를 이용하여 유수식으로 사육하였고, 각 수조당 환수량은 15~17 L/min이었다. 

실험 기간은 2014년 10월부터 2015년 7월까지 약 8개월간 실행하였다. 실험기

간 중 광 주기는 자연광 주기로 처리하였다. 용존산소량(Dissolved Oxygen, DO)

은 8±1 mg/L, 염분은 30 ppt±2 ppt, pH는 8.0±0.1 이다. 사료는 1일 2회 공

급하였다.  

 

2. 실험어 해부 및 조직학적 관찰 

 

B-P-G축 활성과 생식소의 발달 단계를 확인하기 위하여 붉바리의 산란 시기

인 7월에 각각의 수조에서 10~15마리씩 무작위로 선택하였다. 0.01%의 2-

penoxyethanol에서 마취 후 전장과 체중을 측정하고, 뇌하수체를 포함한 뇌 전
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체를 적출하여 분석 전까지 -80℃에서 보관하였다. 처리구 간의 생식소 중량지

수(Gonadosomatic index, GSI)와 생식소 발달을 비교 분석하기 위해 실험어의 

생식소를 적출하여 무게 측정 후, Bouin’s solution에 고정하여 조직학적 분석

에 사용하였다. 상법인 파라핀 절편법에 의해 조직 표본을 5-7μm의 두께로 절

편하여 Hematoxylin과 0.5% Eosin으로 대비 염색 후, 광학현미경(Olympus 

BX53, Japan)을 이용하여 검경하였다.  

 

3. Total RNA추출 및 cDNA합성  

 

Total RNA는 각각의 실험구에서 적출한 뇌와 생식소 조직을 1.7 ml tube에 

RiboExTM LS (GeneAll, Korea) 600 ㎕과 넣고 homogenizer로 조직을 균질화 

시켰다. 균질화 된 tube에 RiboExTM LS 1.0 ㎕ 당 0.2 ㎕의 chloroform을 넣은 

후, 상온에서 5분간 반응하게 하고, 4℃를 유지한 원심분리기(Vision VS-

15000CFN Ⅱ, Korea)에서 15분 간 12,000 x g로 total RNA를 분리하였다. 원

심 분리 후 상층액을 새 tube에 옮겨 500 ㎕의 iso-proanol을 넣고 상온에서 

반응을 시켜준 후, 4℃에서 10분간 12.000 x g로 RNA를 침전시켰다. 침전된 

RNA를 제외한 나머지 상층액은 제거 후, diethyl pyrocarbonate (DEPC)처리한 

H2O로 75%와 95% Ethanol로 희석하여 수세하고, DEPC H2O로 용해하여 Total 

RNA를 얻었다. Total RNA 정량 및 정성 분석은 분광 광도계

(Spectrophotometer, Nanovue)로 측정하여 A260/A280 nm의 비율이 

1.7~2.1 순도 값의 샘플을 선택하고 전기영동으로 확인했다.  

cDNA합성은 뇌 조직의 Total RNA을 주형으로 RQ1 RNase-Free DNase Kit 

(Promega, USA)를 사용하여 DNase처리 후, PrimeScript™ 1st strand cDNA 
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synthesis Kit (Takara, Japan)를 사용하여 합성하였다. DNase처리한RNA는 

RNase-free H2O를 사용하여 8.0 ㎕ 만들고, Random 6mers 1.0 ㎕, dNTP 

mixture 1.0 ㎕ 을 혼합하여 65℃에서 5분 반응하였다. 그리고 5X PrimeCript 

Buffer 4.0 ㎕, RNase inhibitor 0.5 ㎕ PrimeCript RTase 10 ㎕, RNase free 

dH2O 4.5 ㎕를 첨가하여 총 20 ㎕의 볼륨으로 맞추었다. 30℃에서 10분, 42℃

에서 60분 반응 후, 95℃에서 5분간 효소 활성하고 합성을 완료하였다.  

 

4. 번식생리관련 유전자의 발현양상 (Quantitative Real-time RT-PCR) 

 

번식 생리 관련 유전자들(Kiss, GnRH, GtHs)의 primer는 National Center 

for Biotechnology Information (NCBI)에 등록된 유전자 염기 서열을 참고하여

gene specific primer를 디자인하여 사용하였다(Table 1). 번식 관련 유전자 발

현 양상을 확인하기 위해 Quantitative Real-time RT-PCR을 이용하여 정량 

분석하였다. 정량 분석은 BioRad CFX96™ Touch™Real Time PCR (BioRad, 

Hercules, CA)을 이용하여 EvaGreen 2X qPCR MasterMix-RoxKit(abm, 

Canada)를 사용하였다. cDNA 2.0 ㎕를 주형으로 EvaGreen 2X qPCR 

MasterMix 5.0 ㎕, forward primers 0.3 ㎕, reverse primers 0.3 ㎕ 

andRNasefree H2O 2.4 ㎕를 혼합하여 total 10 ㎕ volume으로 맞추고

denaturation (45s, 94℃), annealing (45s, 58℃) 그리고 extension (1m, 72℃)

에서 40 cycle 증폭하였다. 각 sample 별로 2번 반복 실시하였으며, B-actin을 

이용하여 상대 정량 후, 실험의 평균 값을 이용하였다. 
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5. 인공수정 

 

2015년 8월에 28±0.5℃ 처리구에서 puberty 유도된 1년생 붉바리 개체를 선

별하여 복부압박법으로 채란과 채정하였으며, 24±0.5℃ 여과 해수를 이용하여 

습식법으로 인공수정하였다. 수정률과 부화율은 24±0.5℃ 사육 수온에서 진행

하였다. 붉바리 수정란의 특징은 부상란이었으며, 수정률은 인공 수정 후 부상한 

난의 비율로 조사하였다. 24±0.5℃ 사육 수온에서 48시간 후 부화하였으며, 부

화율은 세란된 수정란 500개를 1000 ml 비이커에 수용하여 부화한 자어와 사란

을 계수하였다. 

 

6. 통계처리  

 

통계 분석은 SPSS version 21을 이용하였으며 One-Way analysis of 

variance (ANOVA)를 실시하여 Duncan’s multiple range test (Duncan, 1955)

로 유의성 검정하였다. 평균값 ± 표준편차로 나타내었으며 유의차는 P<0.05 일 

때 통계적인 유의성을 인정하였다. 
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결과 

 

1. 수온 처리구별 생식소 형태와 생식소중량지수(GSI) 

 

수온 처리 8개월 후, 360일령 자연수온(12.2±1.0 cm /28.5±11.5 g) 처리구와 

20℃(15.2±2.3 cm / 54.3±15.0 g) 처리구의 붉바리 생식소는 매우 작아서(Fig. 

1A,B) 정확한 GSI 측정이 불가능하였다(Fig. 2). 그러나 24℃ 처리구(18±1 

cm / 89.0±24 g)와 28℃ 처리구(20.1±2.0 cm / 131.4±39 g)의 붉바리 생식

소는 자연수온과 20℃ 처리구의 생식소보다 발달하였으며(Fig. 1C, D), GSI 값은 

각각 0.7±0.1, 1.7±0.5이었다(Fig. 2). 
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Fig. 1. The exterior of red spotted grouper gonad in different rearing water 

temperatures. A, the gonad of fish reared natural water temperature treatment(N); 

B, the gonad of fish reared 20℃ treatment; C, the gonad of fish reared 24℃ 

treatment; D, the gonad of fish reared 28℃ treatment.  
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Fig. 2. Gonadosomatic index of the female red spotted grouper under each other 

rearing water temperatures. Means represent by different letters are significant 

(p<0.05). N; Natural treatment. 
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2. 수온 처리구별 생식소 발달과 성숙 비율 

 

수온 처리 8개월 후, 각각의 수온 처리구에 따른 생식소 발달은 조직학적 분석

방법을 통해 비교 분석하였다. 자연수온 처리구 붉바리의 생식소는 평균 12-17 

㎛의 난원세포 단계가 관찰 되었다(Fig. 3A). 그리고 20℃ 처리구 붉바리의 생

식소는 주로 평균 37-42 ㎛의 주변인기 난모세포의 단계가 관찰되었고(Fig. 

3B), 성숙한 개체가 나타나지 않았다(Fig. 4). 그러나 24℃와 28℃ 처리구의 붉

바리 생식소는 주로 평균 320-350 ㎛의 난황구기 난모세포가 관찰되는 성숙한 

단계였으며(Fig. 3C, D), 각각 33.3%와 53.3%의 비율로 성숙한 개체가 출현하

였다(Fig. 4). 
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Fig. 3. Development of red spotted grouper gonad by histological analysis in different 

rearing water temperatures (n= 5; 5; 10; 10). A, the fish reared in Natural treatment; 

B, an immature fish reared in 20℃ treatment; C, a few mature fish reared in 24℃ 

treatment; D, a mature fish reared in 28℃ treatment. Oo, oogonia; PNS, peri-

nucleolus stage; ODS, oil droplet stage; Vo, vitellogenic oocytes.  
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Fig. 4. Matured fish rate under each other rearing water temperatures by histological 

analysis (n=10; 10; 15; 15). N; Natural treatment. 
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3. 사육수온 처리에 따른 번식생리관련 유전자의 mRNA 발현 양상 

 

사육수온 처리에 따른 B-P-G축의 활성을 탐색하기 위해 뇌하수체를 포함한 

뇌 전체에서 번식생리 관련 유전자의 mRNA 발현 양상을 조사했다. 

Kisspeptin1, 2 mRNA 발현은 각각의 수온 처리구별 유의적인 차이는 없었다. 

Kisspeptin1 의 경우는 28℃ 처리구에서 다른 처리구보다 상대적으로 높게 발

현되었고(Fig. 5A). Kisspeptin2의 경우는 24℃ 이상 처리구가 20℃ 이하의 처

리구에 비해 상대적으로 높게 발현되는 경향을 보였다(Fig. 5B). Gpr54 (kiss1r) 

mRNA의 발현은 28℃ 처리구가 나머지 처리구보다 높으며, Kisspeptin1 mRNA

발현과 비슷한 경향을 보였다(Fig. 5C). GnRH (seabream type) mRNA 발현은 

자연수온 처리구와 20℃ 처리구 간의 유의적인 차이를 보이지 않았으나, 24℃와 

28℃ 처리구에서 자연수온 처리구에 비해 유의적으로 높았고(Fig. 5D, P<0.05), 

GtHs (FSHβ, LHβ)mRNA의 발현은 20℃ 이하 처리구에 비해 24℃ 이상 처

리구가 높았다(Fig. 5E, F, P<0.05). 
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Fig. 5. Expression of reproduction-related genes in brain (with pituitary) by real-

time PCR (n= 5; 5; 10; 10). A, Kisspepitn1 mRNA; B, Kisspeptin2 mRNA; C, G 

protein-coupled receptor 54 mRNA; D, GnRH (seabream type) mRNA; E, FSHβ 

mRNA; F, LHβ mRNA each other rearing water temperatures. The results are 

represented as means ± SEM and different letters are significant (p<0.05). N, 

Natural treatment.  
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4. 성 성숙 개시(Puberty)된 1년생 붉바리의 인공수정 

 

2015년 8월에 28℃ 처리구에서 성숙한 1년생 붉바리 수컷(110.8 ± 40.4 g 

/ 19.7 ± 1.8 cm)과 암컷(131.0 ± 40.2 g / 18.6 ± 0.3 cm)을 선별 후 복부 

압박법으로 정자와 난을 채취하였으며, 배란량은 6-13ml로 어체의 약 10%였다

(Fig. 6A). 인공수정 시 수정률은 95%였으며, 부화율은 97%였다(Fig. 6B). 
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Fig. 6. Fertilization and hatching rate by artificial fertilization using eggs and 

sperms collected. A, collect eggs of one year female fish (131.0±40.2 g, 

18.6±0.3 cm) and collect sperms of one year male fish (110.8±40.4 g, 19.7

±1.8 cm). B, fertilization and hatching rate.  
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고찰 

 

어류의 puberty는 주로 연령과 성장 그리고 번식내 분비축인 B-P-G축의 활

성과 연관성이 있다고 보이며, 이러한 어류의 B-P-G축 활성은 광과 수온, 체

중, 먹이의 영향을 받는다(Shearer et al., 2006; Taranger et al., 2010). Nile 

tilapia와 sea bass는 광주기 조절에 의해 번식생리 관련 유전자의 발현이 증가

하여 puberty가 유도되었으며(Martinez-Chavez., et al 2008; Carrillo et al., 

2009), pikeperch는 자연광 주기 조건과 14℃ 사육수온에서 puberty가 유도되

었다(Hermelink et al., 2013). Longtooth grouper와 dusky grouper의 puberty

는 체중과 연관성이 있고(Andrade et al., 2003; Ryu et al., 2013), 여러 양식어

종들의 puberty도 성장, 나이 등과 연관성이 있다(Taranger et al., 2010). 이와 

같이 어류의 번식내 분비축은 외부환경 요인과 생리적 요인의 신호를 받고 번식

생리 관련 유전자(Kiss, Gpr54, GnRH, GtH)의 발현을 시작으로 생식소가 성숙

하여 puberty가 유도된다.   

어류의 번식생리 관련 유전자 중 Kisspeptin과 Gpr54는 puberty와 관련하여 

중요한 유전자이다(Navarro et al., 2007; Martinez-Chavez., et al 2008). Nile 

tilapia는 puberty 시작시 Gpr54 발현이 증가하는 경향을 보였으며(Martinez-

Chavez., et al 2008), 포유류(rat, mouse, sheep)에서도 puberty 시작 시 

Kisspeptine의 발현이 GnRH의 분비를 유도하였다(Messager et al., 2005). 

GtHs의 분비를 유도하는 GnRH는 Gpr54의 발현이 증가하면서 영향을 받고

(Mohamed et al., 2007;Nocillado et al., 2007; Filby et al., 2008), GnRH mRNA

의 분비량은 puberty가 시작하면서 증가하였다(Ojeda et al., 2006;Nocillado et 
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al., 2007; Martinez-Chavez., et al 2008). GnRH type에는 여러 종류가 있는데 

바리과 어류와 bass류는 주로 Sea bream type의 GnRH 발현이 생식소 발달에 

영향을 받는다(Rodriguez et al., 2000; Holland and Zohar, 2001; Ryu et al., 

2013).  

GtHs 또한 puberty에 중요한 요인으로 작용한다 (Patino and Sullivan 2002; 

Schulz and Miura et al., 2002; Carrillo et al., 2009). Chinook salmon 어종에서 

puberty시 FSHβ와 LHβ의 발현양이 증가하였으며(Shearer and Swanson 

2000), african catfish 와 european sea bass 어종에서도 puberty 시기에 LH

β의 발현양이 증가하였다(Schulz et al. 1997; Rodriguez et al. 2000).  

이번 연구에서도 붉바리의 puberty 유도시 Kiss1, 2 mRNA 의 발현은 처리구별 

유의적인 차이를 보이지 않았으나, 상대적으로 고수온 처리구로 갈수록 증가하는 

경향을 보였다. 그리고 Gpr54, GnRH(sb), GtHs mRNA 의 발현은 상대적으로 

고수온 처리구에서 저수온 처리구에 비해 유의적으로 높게 발현하였다.  

조직학적 방법을 통해 생식소를 관찰한 결과 자연수온 처리구와 20℃ 

처리구에서는 생식소가 발달하지 않았으나, 24℃ 이상의 처리구에서는 주로 

성숙한 난모세포를 갖는 성숙한 개체가 관찰되었다.  

Rainbow trout 은 수온 영향에 의해 성장호르몬인 Growth hormone(GH)가 

Insulin-like Growth Factor(IGF1) 분비를 자극하여 성장이 촉진되었다 

(Gabillard et al., 2003). 포유류에서는 성장호르몬인 Gh, Igf 와 성숙에 관한 

연구들이 보고 되었고(Darendeliler et al., 1990; Sharara et al., 1997; Shahat 

et al., 2014), Atlantic halibut 어종에서도 성장과 성숙의 연광성을 

보였다(Jakupsstovu and Haug, 1988). 성장 호르몬인 Gh 는 간에서 Igf1, 2 의 

합성을 유도한다(Reinecke, 2010). Japanses eel 과 tilapia 어종에서 Igf1 은 
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생식소를 자극하여 11-Ketotestosterone 의 분비를 유도하고 정자형성과정에 

관여한다(Nader et al., 1999; Tokalov and Gutzeit, 2005). 그리고 gilthead 

seabream 과 tilapia 의 초기난황구기단계에서 Igfs 이 발현되며(Schmid et al., 

1999; Perrot et al., 2000), goldfish 어종에서는 난황의 형성을 

조절한다.(Srivastava and Kraak, 1994) 이번 실험에서는 성장관련 

유전자인 Igfs 과 Gh 의 유전자 발현양상은 조사하지 못하였지만, 자연수온 

처리구와 20℃ 처리구보다 24℃와 28℃ 처리구에서 높은 성장을 보였다. 

따라서 아열대성 어종인 붉바리의 puberty 는 수온의 직접적인 영향과 간접적인 

영향을 받아 유도되었으며, 사육수온과 밀접한 관계가 있는 것으로 생각된다.  

최근 zebrafish와 rainbow trout 등 다양한 어종에서 광과 수온을 감지하는 

수용체와 대사, 생리, 행동에 관한 연구가 보고 되고 있어(Kastenhuber et al., 

2013; Nisembaum et al., 2015; Gracheva and Bagriantsev, 2015), 추후 수온

을 감지하는 수용체와 번식내분비축의 연관 기작에 관한 연구가 필요할 것으로 

생각된다.  
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