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사육수온에 따른 붉바리(Epinephelus akaara)와 

넙치(Paralichthys olivaceus)의 반응인자 비교

임 강 희

제주대학교 대학원 해양생명과학과

요약

이 연구는 아열대성 양식어종인 붉바리와 온대성 양식어종인 넙치를 대상으

로 사육수온에 따른 반응인자의 발현을 비교 조사하였다. 계절별 사육수온 반응

인자의 발현 비교를 위해 실험어는 양식산 붉바리 (n=443, 평균 전장 7.9±0.1 

㎝, 평균 체중 9.0±0.1 g)와 양식산 넙치 (n=80, 평균 전장 20.1±0.1 ㎝, 평균 

체중 75.3±1.2 g)를 이용하여 제주대학교 해양과학연구소에서 2022년 2월부터 

2022년 12월까지 사육하였다. 실험어의 사육방법은 자연수온과 자연광주기 조건

으로 해양과학연구소 주변 연안수를 이용한 유수식 사육시스템(FRP 사각수조 : 

150×150×150 ㎝, 1일 환수율 22~24회전)에서 사육하였다. 또한, 수온 상승 조

절에 따른 사육수온 반응 인자의 발현 비교를 위해 양식산 붉바리 (n=40, 평균 

전장 22.6±0.03 ㎝, 평균 체중 196.5±0.11 g)와 양식산 넙치 (n=40, 평균 전장 

14.5±0.04 ㎝, 평균 체중 26.0±0.11 g)를 18℃에서 10일간 순치시킨 이후 일일 

1℃씩 사육수온을 상승시키며 30℃까지 원형 수조 (37×37×81 ㎝)에서 순환여과

사육시스템(1일 환수율 2회전)에서 자연광주기 조건으로 사육하였다. 실험어는 

실험기간동안 상업용 배합사료를 하루에 두 번(09:00 & 17:00) 공급하면서 사육

하였다. 

사육수온에 따른 반응인자로써 열충격단백질(heat shock proteins, HSP70, 

HSP90)과 뇌하수체-시상하부-신간 (hypothalamus-pituitary-interrenal, HPI)

축 기전에 관련된 부신피질자극호르몬방출호르몬 (corticotropin releasing 



hormone, CRH)과 멜라노코르틴 2 수용체 (melanocortin receptor 2, MC2R), 

그리고 항산화 효소(SOD, CAT) 유전자들의 mRNA 발현을 분석하였다. 적정 수

온 범위가 다른 붉바리와 넙치를 대상으로 사계절의 수온 변화에 따른 수온 스

트레스 관련 반응인자 발현 양상을 탐색한 결과, 붉바리는 사계절 중 특히 저수

온 시기인 2월(12.1±0.4℃)에 수온 스트레스 반응인자의 발현이 높았고, 넙치는 

사계절 중 특히 고수온 시기인 8월(27.8±0.3℃)에 수온 스트레스 관련 반응인자

가 높게 발현하였다.

이 연구는 붉바리와 넙치의 사육수온에 대한 반응을 비교함으로써 아열대성 

어종인 붉바리와 온대성 어종인 넙치의 적정 사육시스템을 구축하는데 기초자료

를 제공할 것으로 판단된다.
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Ⅰ. 서론 

어류사육과정에서 사육수온 변화에 따른 어류의 생리적 반응은 냉수성 어종

인 무지개송어 (Oncorhynchus mykiss)의 경우 겨울철에 비해 여름철에 해수온

이 상승하면서, 아열대성 어종인 나일틸라피아 (Oreochromis niloticus)의 경우 

여름철에 비해 겨울철 수온이 감소하면서 스트레스를 받아 변성된 단백질의 복

구 및 분해 등의 세포 항상성 유지를 위해 열 충격 단백질 (heat shock 

proteins, HSPs)의 합성이 유도되어 서식지 어종에 따라 생리 반응 양상의 다양

성을 보여주고 있다(Ananthan et al., 1986; Farjam, 2011; LeBlanc et al., 

2012; Cascarano et al., 2021).

HSPs는 분자량(kilodaltons, kDa)을 기준으로 Hsp90 (85-90 kDa), Hsp70 

(68-73 kDa), Hsp60, Hsp47 및 small Hsps (12-43 kDa)와 같이 분류된다

(Nover & Scharf, 1997; Hallare et al., 2004; Park et al., 2007). 열충격은 

어류의 세포에서 HSP90 mRNA 발현의 강한 유도체이다(Čvoro et al., 1998). 

HSP90은 세포질 단백질의 1-2%를 구성하여 스트레스를 받지 않는 세포에서도 

잘 보존되며 풍부하게 존재하고, 특히 글루코코르티코 스테로이드 수용체 

(glucocorticosteroid receptor, GR)를 포함한 스테로이드 수용체와 상호작용하

여 수용체 안정성을 증가시켜준다(Pratt, 1997; Segnitz & Gehring, 1997). 

HSPs 계열 중 HSP70은 세포의 정상적인 기능에 있어서도 중요하나(Hartman 

& Gething, 1996), 세포가 스트레스 요인에 노출되면 HSP70 수치가 급격히 증

가하여 변성된 단백질의 재형성, 단백질 응집 방지, 손상된 단백질의 분해 표적

화, 단백질 합성 촉진 및 단백질의 전위 촉진을 포함한 세포 단백질 메커니즘을 

보호한다(Feder & Hofmann, 1999; Fink, 1999; Kregel, 2002; Wang et al., 

2007).

어류의 시상하부-뇌하수체-간신 (hypothalamus-pituitary-interrenal axis, 

HPI) 축 활성의 주요 단계는 HS에 대한 반응으로 시상하부의 뇌실 주위 핵 

(paraventricular nucleus, PVN)에서 부신피질자극호흐몬방출호르몬 

(corticotropin releasing hormone, CRH)의 방출로 시작된다(Vijayan et al., 

1996; Wendelaar & Sjoerd., 1997; Charmandari et al., 2005; Gorissen & 
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Flik, 2016). 방출된 CRH는 뇌하수체 전엽의 피질 자극 세포 수용체에 결합하여 

부신피질자극호르몬 (adrenocorticotropic hormone, ACTH)의 합성을 유도하

고(Mommsen et al., 1999; Eachus et al., 2022), 혈관계를 통해 방출된 

ACTH는 두부 신장 조직에 간신샘에 존재하는 멜라노코르틴 2 수용체 

(melanocortin receptor 2, MC2R)에 결합하여 스테로이드 생합성을 자극하게 

된다(Noon et al., 2002; Bernier, 2006; Alsop & Vijayan., 2009; Alderman 

et al., 2012; Herget et al., 2014; Eachus et al., 2022).

국내 양식산업은 1980년대 이후 양식기술의 발전 및 규모화와 기계화가 도

입되면서 급격하게 성장하였다. 국내 양식어류의 생산량은 2022년 기준 약 

91,000톤이며 그 중 넙치가 약 46,000톤으로 전체 양식어류 생산량의 50.5%를 

차지하고 있는 중요한 양식품종이다(통계청 2022). 붉바리를 포함한 바리과 어류

는 아시아-서태평양 지역에서 가장 선호되는 고가의 어종으로써 국내에서도 고

부가가치 양식대상 어종으로 친어관리 및 수정란 생산, 종자생산을 시도하고 있

다(Kim et al., 2005; Harikrishnan et al., 2011; Rahman et al., 2019; Boo 

et al., 2020; Choi et al., 2020; Lee et al., 2020; Kim et al., 2023). 양식어

류는 외부환경 요인 특히 수온에 직접적인 영향을 받는다(Mugwanya et al., 

2022). 넙치의 적정 사육수온은 18~24℃이며(NFRDI, 2006), 붉바리를 포함한 

바리과 어류의 적정 사육수온은 24~28℃ 이다(Das et al., 2021). 따라서 넙치는 

여름철 고수온 시기에, 바리과 어류는 겨울철 저수온 시기에 성장 둔화, 질병 발

생, 생존율 감소 등 생리학의 여러 측면에 영향을 미치면서 넙치와 바리과 어류

를 양식하는데 애로 사항이 발생하고 있으나 이와 관련된 생리적 반응에 관한 

연구들은 미미한 실정이다(Makrinos & Bowden, 2016; Maulvault et al., 

2017; Chang et al., 2018; Wong et al., 2018; Islam et al., 2021). 

이 연구는 적정 사육 수온 범위가 다른 양식어종인 붉바리와 넙치를 대상으

로 HSPs의 발현 특성과 HPI 축의 활성 변화, 항산화 효소 반응 등 사육수온에 

따른 반응 비교를 위해 계절별 자연수온 조건과 수온 상승 조건에 따른 열 충격 

단백질 (HSP70과 HSP90), 부신피질자극호르몬분비호르몬 (CRH), 멜라노코르틴 

2 수용체 (MC2R), 항산화 효소인 SOD(superoxide dismutase)와 

CAT(catalase)의 mRNA 발현 변화를 조사하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 붉바리 HSP90과 MC2R 유전자 클로닝 및 조직별 발현

1) 실험어

실험어는 제주대학교 해양과학연구소에서 사육 중인 붉바리(n=3, 평균 전장 

28.3±0.1 cm, 평균 체중 404.0±0.1 g)를 대상으로 수행하였다. Heat shock 

protein (HSP)와 Melanocortin 2 receptor (MC2R)의 유전자 cloning 및 조직

별 발현을 탐색하기 위하여 실험어는 0.01%의 2-phenoxyethanol (JUNSEI, 

Japan)을 이용하여 마취시킨 후 샘플링 하였다. 유전자 클로닝을 위해 간과 신

장을 적출하였으며, HSP와 MC2R mRNA의 조직별 발현을 위하여 중추신경조직

(후엽, 종뇌, 시엽, 간뇌, 소뇌, 연수, 망막)과 주변조직(뇌하수체, 아가미, 심장, 

신장, 간, 비장, 위, 장, 생식소, 근육, 피부, 지느러미)을 적출하였다. 적출된 조

직들은 액체질소에 냉동하여, 분석 전까지 –80℃에서 보관하였다. 두 유전자들의 

조직별 발현은 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

과 Real-time quantitative RT-PCR을 이용하여 분석하였다.

2) Total RNA 추출 및 cDNA 합성

Total RNA는 샘플링을 통하여 적출된 조직들에서 추출되었다. 적출된 조직

들은 RiboExTM (GeneAll, Korea) 600 ㎕를 첨가하여 homogenizer로 완전히 

균질화시켰다. 균질화된 tube에 RiboExTM 1.0 ㎕당 0.2 ㎕의 chloroform을 첨

가 후 상온에서 5분간 반응시켰다. 이후, 원심분리기를 이용하여 4℃, 12,000 

rpm의 조건으로 15분간 원심분리시켜 RNA가 포함된 상층액만을 새로운 

microtube로 옮겼다. 상층액과 동일량의 iso-prpanol을 microtube에 첨가 후 

상온에서 5분간 반응시켰으며, 원심분리기를 이용하여 4℃, 12,000 rpm의 조건

으로 10분간 원심분리하여 total RNA pellet을 침전시켰다. 침전된 total RNA 

pellet을 제외한 상층액을 제거한 후 Diethyl pyrocarbonate (DEPC)가 첨가된 
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H2O로 희석시킨 75% EtOH를 이용해 total RNA pellet을 수세하였다. 수세 후 

DEPC-DW (BIONEER, Korea)를 이용하여 RNA pellet을 용해시켜 total RNA

를 획득하였다. 획득한 total RNA는 Nano Vue(GE Healthcare, Ver.1.0.1, 

UK)를 이용하여 농도를 측정하였으며, A260/A280nm의 ratio가 1.7~2.1 범위 

내의 값을 갖는 RNA만을 선택해 실험에 사용하였다.

RNA를 추출한 후 genomic DNA에 의한 contamination을 방지하기 위하

여 DNase 처리를 진행하였다. Total RNA 1.7~2.1 ㎍을 주형으로 RQ1 

RNase-Free DNase Kit (Promega Madison, WI, USA)를 이용하였다. Total 

RNA와 RNase free water 8.0 ㎕, RQ RNase-Free DNase 10 x Reaction 

buffer 와 RQ RNase-Free DNase 각 1.0 ㎕씩을 분주하여 총 volume 10 ㎕

가 되도록 첨가하였으며, 37℃에서 30분 동안 반응시킨 후 1.0 ㎕ Stop 

Solution을 첨가하여 65℃에서 10분간 반응시켰다. 

cDNA 합성은 DNase 처리된 total RNA 2.0 ㎍를 주형으로 PrimeScriptTM 

1st strand cDNA synthesis Kit (Takara, Japan)를 사용하여 합성하였다. 

DNase 처리된 RNA와 RNase-free water 8.0 ㎕, Random 6 mers 1.0 ㎕, 

dNTP mixture 1.0 ㎕를 첨가한 후 65℃에서 5분 동안 반응시킨 후 5 x 

PrimeScript Buffer 4.0 ㎕, RNase inhibitor 0.5 ㎕, PrimeScript RTase 1.0 

㎕, RNase free dH2O 4.5 ㎕를 첨가하여 30℃에서 10분, 42℃에서 60분, 95℃

에서 5분간 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 합성이 끝난 후 각각의 cDNA를 총 

volume 90 ㎍/㎕이 되도록 Nuclease-free water 70 ㎕ 를 첨가하여 희석시켰

다. 

3) HSP90과 MC2R cloning

붉바리의 HSP90과 MC2R 유전자 cloning을 위하여 National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)에 보고된 다른 어종들의 HSP 관련 유전자

들의 정보를 이용하여 degenerated primer를 제작하였다 (Table 1). HSP90과 

MC2R 유전자는 붉바리 전조직 cDNA와 degenerated primer의 RT-PCR을 통

하여 증폭되었다. PCR은 95℃에서 45초, 55℃에서 45초, 72℃에서 90초의 조건
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으로 총 35 cycle을 수행하였으며, 이를 통해 증폭된 PCR 산물들은 1.5% 

agarose gel의 전기영동을 통하여 유전자 band를 확인하였다. 확인된 유전자 

band를 cutting 후, Dyne Power Gel Extraction Kit (Dyne Bio, Korea)를 사

용하여 Elution하여 PCR산물을 추출하였다. 추출된 PCR 산물은 Genotech 

(Korea)에 염기서열 분석을 의뢰하였으며, 확인된 염기서열은 NCBI의 BLASTX

를 이용하여 아미노산 서열을 확인하였다.
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Table 1. Degenerated primer sets used in heat shock protein genes cDNA 
partial sequencing in E. akaara

Gene Primer Sequence(5’-3’)

HSP90
Forward TCAGAGTCGACAACGGTGAG

Reverse TGCGGGTCAAGTACTCTGTG

MC2R
Forward ACCACAGCCAATCAGTCAGA

Reverse GCTCATCAGCAGTACCACGT
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4) 염기서열 계통 분석

유전자 cloning을 통해 확인된 붉바리 HSP90과 MC2R의 부분염기서열들은 

NCBI에 등록된 다른 어종들의 HSP90과 MC2R 유전자 정보들을 이용하여 어종 

간 상동성을 비교 분석하였다 (Table 2-5). 상동성 분석은 Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)를 이용하여 분석하였다.

붉바리 HSP90 및 MC2R 유전자의 계통수는 다른 어종들의 유전자 정보

(Table 2-5)와 Molecular Evolutionary Genetics Analysis version X(MEGA 

X) (Tamura, Stecher, and Kumar 2021)를 이용하여 분석하였다.
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Table 2. Gene information of HSP90 used for multiple alignment

Gene Species GenBank Accession No.

  
HSP90

Epinephelus akaara OR378291

Epinephelus moara XP_049914343.1

Epinephelus fuscoguttatus XP_049446734.1

Epinephelus lanceolatus XP_033504245.1

Epinephelus coioides ACV04938.1

Scatophagus argus XP_046229077.1

Anabas testudineus XP_026197018.1

Channa striata AIL82444.1

Scortum barcoo UVH33430.1

Xiphias gladius XP_039980884.1

Lates japonicus GLD49552.1

Plectropomus leopardus XP_042358810.1

Perca flavescens XP_028461567.1
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Table 3. Gene information of HSP90 used for multiple alignment

Gene Species GenBank Accession No.

HSP90

Amphiprion ocellaris BAK20463.1

Poeciliopsis prolifica XP_054910301.1

Lepomis macrochirus BAF57908.1

Danio rerio AAI54424.1

Maylandia zebra XP_004550507.2

Micropterus salmoides XP_038583717.1

Thunnus maccoyii XP_042247202.1

Paralichthys dentatus AVN89841.1

Xenopus laevis AAI30149.1

Homo sapiens 7ULJ_A

Paralichthys olivaceus AVN89842.1

Bos taurus AAI02945.1

Gallus gallus CAG31600.1
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Table 4. Gene information of MC2R used for multiple alignment

Gene Species GenBank Accession No.

MC2R

Epinephelus akaara OR947936

Epinephelus moara XP_049903691.1

Epinephelus lanceolatus XP_033497562.1

Epinephelus fuscoguttatus XP_049440325.1

Sebastes umbrosus XP_037639604.1

Cottoperca gobio XP_029307757.1

Anoplopoma fimbria XP_054477921.1

Siniperca chuatsi XP_044063882.1

Sander lucioperca XP_031134296.1

Etheostoma cragini XP_034729763.1

Etheostoma spectabile XP_032367339.1

Perca flavescens XP_028437136.1

Plectropomus leopardus XP_042346340.1
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Table 5. Gene information of MC2R used for multiple alignment

Gene Species GenBank Accession No.

MC2R

Cyclopterus lumpus XP_034384384.1

Micropterus dolomieu XP_045901937.1

Gasterosteus aculeatus ALF99995.1

Seriola dumerili XP_022609213.1

Dicentrarchus labrax CCA95110.1

Thunnus maccoyii XP_042280406.1

Chelmon rostratus XP_041798842.1

Larimichthys crocea XP_010746136.1

Centropristis striata XP_059194986.1

Xiphias gladius XP_039973873.1

Hippoglossus hippoglossus XP_034467136.1

Paralichthys olivaceus BAK61810.1
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5) Real-time quantitative RT-PCR

붉바리에서 분리된 HSP90과 MC2R mRNA의 조직별 발현 분석을 위하여 

primer는 각각의 염기서열을 바탕으로 specific primer를 제작하였다 (Table 

6). Real-time quantitative RT-PCR을 위하여 TB Green® Premix Ex TaqTM 

Ⅱ kit (Tli RNaseH Plus) (Takara, Japan)와 CFX96TM Real-Time System 

(Bio-Rad, USA)을 이용하였다. 반응 조건은 95℃에서 30초간 initial 

denaturation 시킨 후 95℃에서 0.05초, 60℃에서 30초간 annealing 

elongation 하였으며 총 40 cycle을 수행하였다. 그 후 95℃에서 10초, 65℃에

서 0.05초, 95℃에서 0.5초간 반응시켜 주었다. 각 샘플은 3 반복으로 수행되었

으며, HSP90과 MC2R mRNA 발현은 β-actin을 internal control로 사용하여 

상대정량 하였다.
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Table 6. Primer sets used in real-time qPCR in E. akaara

Gene Primer Sequence(5’-3’)

β-actin
Foward GAGCGTGGCTACTCCTTCAC

Reverse ACAGGTCCTTACGGATGTCG

HSP90
Foward CCTGAAGGAGGACCAGACAG

Reverse ATGGGGTAGCCAATGAACTG

MC2R
Foward CTGGTTGTGGTGGCTGTTT

Reverse CACGCTGGCAAACACAAT
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6) 통계처리

통계분석에는 SPSS version 21을 이용하였으며, One-Way analysis of 

variance (ANOVA)의 Tukey's HSD (honestly significant difference) test를 

통해 측정된 평균값끼리의 유의성을 검정하였다. 평균값은 ± 표준편차를 이용하

여 나타내었으며, 유의차는 P < 0.05일 때 통계적인 유의성을 인정하였다.
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2. 계절별 수온에 따른 붉바리와 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현 변화 

1) 실험어

실험어는 제주대학교 해양과학연구소에서 사육 중인 붉바리와 넙치를 이용하

였다. 양식산 붉바리 (n=443, 평균전장 7.9±0.1 ㎝, 평균체중 9.0±0.1 g)는 1개

의 FRP수조 (150×150×150 ㎝)에 수용하였으며, 양식산 넙치 (n=80, 평균 전장 

20.1±0.1 ㎝, 평균 체중 75.3±1.2 g)는 동일한 크기의 FRP수조 2개에 각각 40

마리씩 무작위로 수용하였다. 모든 실험어는 유수식 사육시스템(1일 환수율 

22~24회전)에서 자연광주기 및 자연수온조건으로 2022년 2월부터 2022년 12월

까지 총 10개월간 사육하였고 실험기간 동안 상업용 배합사료 (Daebong LF 

Fishery Association Corp., Jeju, South Korea)를 하루에 두 번 공급하였다

(09:00 & 17:00). 샘플링은 2월, 5월, 8월 그리고 11월 중순마다 오전 9시에 전

날 절식시킨 붉바리와 넙치 각각 6마리씩 무작위로 선택하여 수행하였다. 사육수

온 반응 유전자들의 발현변화를 분석하기 위해 뇌, 두신, 간을 적출하여 분석하

기 전까지 –80℃에 보관하였다. 간중량지수(Hepatosomatic index, HSI)의 월별 

변화를 조사하기 위해 적출된 간 조직의 무게를 측정한 후, (간중량/체중)×100 

공식을 이용하여 HSI를 계산하였다. 조직학적 분석을 위해, 적출 한 간은 즉시 

Bouin’s solution에 고정하였다.

2) 조직학적 분석

Bouin’s solution에 24시간 고정된 간 조직은 수세 후 70% EtOH에서 보관되

었다. 이후 간 조직은 조직학적 처리를 위하여 Tissue-Tek® VIP™ 5 processor 

(Sakura, Japan)를 이용하여 다음의 과정을 수행하였다. 탈수를 위하여 70%, 

80%, 90%, 95%(Ⅰ), 95%(Ⅱ), 100%(Ⅰ), 100%(Ⅱ), 100%(Ⅲ) ethanol을 단계별

로 1시간씩 처리하였으며, 이후 EtOH을 xylen으로 치환시키기 위하여 1시간씩 총 

3번의 xylen 처리를 수행하였다. 마지막으로는 파라핀 치환을 위하여 1시간씩 총 

4단계의 파라핀 처리를 수행하였다. 파라핀으로 치환된 간 조직들은 파라핀 포매
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를 위하여 Histomix (Tissue-Tek® TEC™ 5 station for paraffin embedding; 

Sakura, Japan)을 이용하여 간 조직의 파라핀 블록을 제작하였다.

파라핀으로 포매된 조직 블록들은 마이크로톰 (Leica RM2235, Germany)을 

사용하여 5μm 두께로 박절하여 조직절편을 만들었으며, 각각의 절편들은 슬라이

드 위에서 신전되었다. 이후 간 조직의 조직학적 특성을 분석하기 위하여 슬라이드

를 Gill’s Hematoxylin과 0.5% eosin(H & E)으로 대비 염색을 수행하였다. 

염색을 하기 이전에 조직을 둘러싼 파라핀을 제거하기 위하여 xyleneⅠ, 

xyleneⅡ, xyleneⅢ 단계를 각 30분씩 탈파라핀 과정을 수행하였다. 함수를 위하

여 100%, 95%, 90%, 80%, 70% EtOH 단계를 각 15분씩 처리 후, 흐르는 물에 수

세하였다. 조직을 영구적으로 보관하기 위함과 염색상태를 유지해주기 위한 목적

으로 70%, 80%, 90%, 95%, 100%(Ⅰ), 100%(Ⅱ) EtOH 단계를 각 10초씩 탈수 

과정을 수행하였다. 조직 내 EtOH을 Xylene으로 치환시키기 위하여 Xylene(Ⅰ), 

Xylene(Ⅱ) 단계를 각각 30분 이상씩 투명화 과정을 수행하였다. 

염색된 슬라이드는 봉입 후 건조시켰으며, 광학현미경(Olympus, Tokyo, 

Japan)과 cellSens Standard software(Olympus, Tokyo, Japan)를 이용하여 간

세포의 형태와 크기 변화를 검경 하였다.

3) Total RNA 추출 및 cDNA 합성

실험 1 에서의 방법과 동일

4) Real-time quantitative RT-PCR 

붉바리에서 분리된 HSP90과 MC2R primer는 각각의 염기서열을 바탕으로 

specific primer를 제작하였으며, HSP70 primer는 NCBI에 등록되어있는 정보

를 이용하여 제작하였다. CRH, CAT, SOD는 Kim et al., 2023의 연구에서 보

고된 primer 정보를 이용하여 제작하였다 (Table 7). 넙치의 CRH, CAT, SOD, 

HSP70, HSP90, MC2R는 NCBI에 등록되어있는 primer 정보를 이용하여 제작

하였다 (Table 8). Real-time quantitative RT-PCR을 위하여 TB Green® 
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Premix Ex TaqTM Ⅱ kit (Tli RNaseH Plus) (Takara)와 CFX96TM Real-Time 

System (Bio-Rad, USA)을 이용하였다. 반응조건은 95℃에서 30초간 initial 

denaturation 시킨 후 95℃에서 0.05초, 60℃에서 30초간 annealing 

elongation 하였으며 총 40 cycle을 수행하였다. 그 후 95℃에서 10초, 65℃에

서 0.05초, 95℃에서 0.5초간 반응시켜 주었다. 각 샘플은 3 반복으로 수행되었

으며, 모든 유전자의 발현은 β-actin을 internal control로 사용하여 상대정량 

하였다.

5) 통계처리

실험 1 에서의 방법과 동일
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Table 7. Primer sets used in real-time qPCR in E. akaara

Gene Primer Sequence(5’-3’)

β-actin
Forward GAGCGTGGCTACTCCTTCAC

Reverse ACAGGTCCTTACGGATGTCG

HSP70
Forward GGAGGATGAAAAGCTTGCTG

Reverse TTCTCGGCAGTCTGGTTCTT

HSP90
Forward CCTGAAGGAGGACCAGACAG

Reverse ATGGGGTAGCCAATGAACTG

CRH
Forward AGCGGCTTGGAGAGGAGTAT

Reverse AGCTGGAGTTGCAATGCTCT

MC2R
Forward CTGGTTGTGGTGGCTGTTT

Reverse CACGCTGGCAAACACAAT

SOD
Forward GTCCTACTGATGCGGAAAGG

Reverse CCATTGAGGGTGAGCATCTT

CAT
Forward TCTGTACGAACCAGCCACAG

Reverse TTCTTGGGCATTGGTAGAGG
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Table 8. Primer sets used in real-time qPCR in P. olivaceus

Gene Primer Sequence(5’-3’)

β-actin
Forward GCTGTGTTACGTTGCTCTGG

Reverse GGAACCTCTCGTTTCCAATG

HSP70
Forward GAGAGGCTCATTGGAGATGC

Reverse GGACTGGACGATGGAGTCAT

HSP90
Forward GATCTGCCCCTCAACATCTC

Reverse GTGGATTCCCAGCTTGATGT

CRH
Forward CCTGATGTTCCCAACTTTCC

Reverse GGAGTACTTCGTCCGACTGG

MC2R
Forward TGGGTGAGAACTTCCTGGTT

Reverse ATCAGGGTCTCCCAGGTTTT

SOD
Forward AACAGGAACCCGGTCAACTA

Reverse GTCGGTGTGTGTCTGGGTAA

CAT
Forward AACAGGCCAAAGGTCAACTA

Reverse GTCGGTGTGTGTCTGGGTAA
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3. 사육수온 상승 조절에 따른 사육수온 반응인자들의 발현 변화

1) 실험어

실험어는 제주대학교 해양과학연구소에서 사육 중인 붉바리와 넙치를 이용하

였다. 양식산 붉바리 (n=40, 평균전장 22.6±0.03 ㎝, 평균체중 196.5±0.11 g)와 

양식산 넙치 (n=40, 평균 전장 14.5±0.04 ㎝, 평균 체중 26.0±0.11 g)는 각각 

2개의 원형 수조 (37×37×81 ㎝)에 수용되어 실험에 이용하였다. 모든 실험어들

은 순환여과사육시스템(1일 환수율 2회전)에서 자연광주기 조건으로 사육하였으

며, 상업용 배합사료 (Daebong LF Fishery Association Corp., Jeju, South 

Korea)를 하루에 두 번 공급했다(09:00 & 17:00). 실험 시작 전 실험어를 수온

은 18℃에서 10일간 순치시킨 이후, 하루에 1℃씩 사육수온을 증가시켜 최종적

으로 30℃까지 노출 시킨 후 실험을 종료하였다. 실험기간동안 두 실험 수조의 

용존산소는 6 ㎎/ℓ 수준을 유지하였다. 

샘플링은 18℃, 22℃, 26℃ 그리고 30℃ 조건에서 오전 9시에 전날 절식시

킨 붉바리와 넙치 각각 8마리씩 무작위로 선택하여 수행하였다. 사육수온 반응 

관련 유전자들의 발현 변화를 분석하기 위해 뇌, 두신, 간을 적출 하여 분석하기 

전까지 – 80℃에 보관하였다. 수온 증가에 따른 간중량지수(Hepatosomatic 

index, HSI)의 변화를 조사하기 위해 적출된 간 조직의 무게를 측정한 후, (간중

량/체중)×100 공식을 이용하여 HSI를 계산하였다. 조직학적 분석을 위해, 적출 

한 간은 즉시 Bouin’s solution에 고정하였다.

2) 조직학적 분석

실험 2 에서의 방법과 동일

3) Total RNA 추출 및 cDNA 합성

실험 1 에서의 방법과 동일
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4) Real-time quantitative RT-PCR 

실험 2 에서의 방법과 동일

5) 통계처리

실험 1 에서의 방법과 동일
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Ⅲ. 결과

1. 붉바리 HSP90과 MC2R 유전자의 클로닝 및 조직별 발현

1) 붉바리에서의 HSP90, MC2R cDNA 분리 및 상동성 비교

   

붉바리의 전조직에서 HSP90과 MC2R 유전자의 cDNA를 분리하여 염기서열을 

분석한 결과, HSP90과 MC2R은 각각 총 537 bp (179 aa)와 총 633bp (211aa)의 

부분염기서열이 확인되었다(Fig. 1-2).

붉바리에서 확인된 HSP90과 MC2R 유전자와 다른 어종간의 아미노산 상동성 

분석 결과, HSP90 아미노산 서열은 바리과(Serranidae)의 자바리(longtooth 

grouper, Epinephelus moara)와 가장 높은 100.0%의 상동성을 보였고, 넙칫과

(Paralichthyidae)의 넙치(olive flounder, Paralichthys olivaceus)와 가장 낮은 

91.1%의 상동성을 보였다(Table 9-10). MC2R 아미노산 서열은 바리과

(Serranidae)의 자바리(longtooth grouper, Epinephelus moara)와 가장 높은 

98.6%의 상동성을 보였고, 넙치(olive flounder, Paralichthys olivaceus)와 가장 

낮은 81.1%의 상동성을 보였다(Table 11-12).

종간 계통 유연관계를 분석한 결과, 붉바리의 HSP90와 MC2R 아미노산 서열

은 자바리와 가장 인접한 유연관계에 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 3-4).
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TTT TAT TCC AAC AAA GAG ATC TTC CTC AGG GAG TTG ATC TCC AAC GCC TCT GAT GCT TTG 60

 F    Y    S    N    K    E    I    F    L    R    E    L    I    S    N    A    S    D    A    L  20

GAC AAA ATT CGC TAT GAA AGC TTG ACT GAC CCC TCC AAG CTG GAC AGC GGC AAG GAT CTG 120

 D    K    I    R    Y    E    S    L    T    D    P    S    K    L    D    S    G    K    D    L  40

AAA ATT GAC ATC ATC CCC AAC CAG TTT GAG CGC ACC TTG ACC ATC ATC GAC ACT GGA ATT 180

 K    I    D    I    I    P    N    Q    F    E    R    T    L    T    I    I    D    T    G    I  60

GGC ATG ACC AAA GCC GAC CTC ATC AAC AAC CTG GGT ACC ATC GCC AAG TCT GGC ACC AAG 240

 G    M    T    K    A    D    L    I    N    N    L    G    T    I    A    K    S    G    T    K  80

GCC TTC ATG GAG GCC CTG CAG GCT GGA GCT GAC ATT TCC ATG ATC GGT CAG TTT GGT GTG 300

 A    F    M    E    A    L    Q    A    G    A    D    I    S    M    I    G    Q    F    G    V  100

GGT TTC TAC TCT GCC TAC CTT ACT GCT GAG AGG GTG GTC GTC ATC ACT AAA CAC AAT GAT 360

 G    F    Y    S    A    Y    L    T    A    E    R    V    V    V    I    T    K    H    N    D  120

GAT GAA CAG TAC GCC TGG GAG TCC TCC GCC GGA GGT TCC TTC ACA GTC AGA GTC GAC AAC 420

 D    E    Q    Y    A    W    E    S    S    A    G    G    S    F    T    V    R    V    D    N  140

GGT GAG CCC ATT GGC CGT GGA ACA AAG ATC ATC CTG CAC CTG AAG GAG GAC CAG ACA GAG 480

 G    E    P    I    G    R    G    T    K    I    I    L    H    L    K    E    D    Q    T    E  160

TAC ATT GAG GAG AAG AGG ATC AAG GAA ATT GTC AAG AAG CAC TCT CAG TTC ATT GGC 537

 Y   I   E   E   K   R   I   K   E   I   V   K   K   H   S   Q   F   I   G  179

Fig. 1. The HSP90 partial nucleotide and deduced amino acid sequence 

obtained from E. akaara. It was 537 base pairs long and encoding 179 

amino acids.
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CCA TCG GTG CAG TGA GCC TGG CCG AGA ACC TGC TGG TTG TGG TGG CTG TTT TAT GGA ACA 60

 I   G   A   V   S   L   A   E   N   L   L   V   V   V   A   V   L   W   N   R  20

GGA ACC TCC ACT CGC CCA TGT ACT GCT TCA TCT GCA GCC TGG CGG CTT TTA ACA CCA TCG 120

 N   L   H   S   P   M   Y   C   F   I   C   S   L   A   A   F   N   T   I   A  40

CCA GCC TCA CCA AAA CCT GGG AGA ACC TAA TGA TTG TGT TTG CCA GCG TGG GAC ACC TAA 180

 S   L   T   K   T   W   E   N   L   M   I   V   F   A   S   V   G   H   L   K  60

AGA AGA CGG GCT CCT CTG AGT TGA ACC TGG ACG ATG TGA TGG ACT CCC TGC TGT GTA TGT 240

 K   T   G   S   S   E   L   N   L   D   D   V   M   D   S   L   L   C   M   S  80

CGT TTG TGG GCT CCA TTT TCA GTT TCC TGG CTA TTG CTG TGG ACC GTT ACA TCA CCA TCT 300

 F   V   G   S   I   F   S   F   L   A   I   A   V   D   R   Y   I   T   I   F  100

TCC ATG CGC TTC GAT ACC ACA ACA TCA TGA CAA TGA GGC GCA CAA AGG CCA TCT TGG GTG 360

 H   A   L   R   Y   H   N   I   M   T   M   R   R   T   K   A   I   L   G   V  120

TCA TCT GGT TAA TAT GTG GGT TGT CAG CAG TGC TCA TGG TGA AGT TCT TCG ACT CCA ACT 420

 I   W   L   I   C   G   L   S   A   V   L   M   V   K   F   F   D   S   N   F  140

TCA TCA AGA TCT GCT TTG TTG TTT TCT TTG TCG CCT CCG TGG CAA TTA TCT GTT TCC TTT 480

 I   K   I   C   F   V   V   F   F   V   A   S   V   A   I   I   C   F   L   Y  160

ATG TCT ATA TGT TCA TGC TGG CAC GCA TCC ACG CCA GGA AGA TTG CTG CTC TGC CTG CCA 540

 V   Y   M   F   M   L   A   R   I   H   A   R   K   I   A   A   L   P   A   S  180

GTG GCG TAC CAA AGT GTC GCC GTC AGC GAT GGT GGG GCA GAA GCA GGA GAG GGG CGC TGA 600

 G   V   P   K   C   R   R   Q   R   W   W   G   R   S   R   R   G   A   L   T  200

CTG TCA CTA TCC TGT TTG GGG TGT TTG TGG TGT 633

 V   T   I   L   F   G   V   F   V   V   C  211

Fig. 2. The MC2R partial nucleotide and deduced amino acid sequence obtained 

from E. akaara. It was 633 base pairs long and encoding 211 amino acids.
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Table 9. Overall amino acid identities of HSP90 between E. akaara and 

other fish

Species Homology(%)

Teleostei

Perciformes Epinephelus akaara 100.0

Epinephelus moara 100.0

Epinephelus fuscoguttatus 99.4

Epinephelus lanceolatus 99.4

Epinephelus coioides 99.4

Scatophagus argus 96.7

Anabantiformes Anabas testudineus 96.1

Channa striata 95.5

Perciformes Scortum barcoo 95.0

Istiophoriformes Xiphias gladius 95.0

Perciformes Lates japonicus 95.0

Plectropomus leopardus 95.0

Perca flavescens 94.4
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Table 10. Overall amino acid identities of HSP90 between E. akaara and 

other fish

Species Homology(%)

Teleostei

Perciformes Amphiprion ocellaris 94.0

Cyprinodontiformes Poeciliopsis prolifica 93.9

Perciformes Lepomis macrochirus 93.3

Cypriniformes Danio rerio 93.3

Cichliformes Maylandia zebra 93.3

Perciformes Micropterus salmoides 93.3

Scombriformes Thunnus maccoyii 93.3

Pleuronectiformes Paralichthys dentatus 92.7

Anura Xenopus laevis 92.2

Primates Homo sapiens 92.2

Pleuronectiformes Paralichthys olivaceus 91.7

Artiodactyla Bos taurus 91.7

Galliformes Gallus gallus 91.1
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Table 11. Overall amino acid identities of MC2R between E. akaara and 

other fish

Species Homology(%)

Teleostei

Perciformes Epinephelus akaara 100.0

Epinephelus moara 98.6

Epinephelus lanceolatus 98.3

Epinephelus fuscoguttatus 97.5

Scorpaeniformes Sebastes umbrosus 88.9

Perciformes Cottoperca gobio 88.7

Scorpaeniformes Anoplopoma fimbria 88.4

Perciformes Siniperca chuatsi 88.4

Sander lucioperca 88.2

Etheostoma cragini 87.6

Etheostoma spectabile 87.6

Perca flavescens 87.4

Plectropomus leopardus 87.1
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Table 12. Overall amino acid identities of MC2R between E. akaara and 

other fish

Species Homology(%)

Teleostei

Scorpaeniformes Cyclopterus lumpus 87.0

Perciformes Micropterus dolomieu 86.0

Scorpaeniformes Gasterosteus aculeatus 85.9

Carangiformes Seriola dumerili 85.2

Moroniformes Dicentrarchus labrax 85.2

Scombriformes Thunnus maccoyii 84.9

Perciformes Chelmon rostratus 84.9

Acanthuriformes Larimichthys crocea 84.3

Perciformes Centropristis striata 84.0

Istiophoriformes Xiphias gladius 83.5

Pleuronectiformes Hippoglossus hippoglossus 82.2

Paralichthys olivaceus 81.1
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Fig. 3. Phylogenetic tree of HSP90 between E. akaara and other fishes. 

Thousand bootstrap repetitions were performed, and values are shown at 

the inner nodes.



30

Fig. 4. Phylogenetic tree of MC2R between E. akaara and other fishes. 

Thousand bootstrap repetitions were performed, and values are shown at 

the inner nodes.
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2) HSP90과 MC2R mRNA 조직별 발현

붉바리의 중추신경조직과 주변조직에서 HSP90 과 MC2R의 mRNA 발현을 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)로 확인한 결

과, HSP90 mRNA의 발현은 대부분의 조직에서 확인되었으며, MC2R mRNA의 

발현은 일부 중추신경조직(Of, olfactory lobe; Op, optic loge; Di, 

diencephalon)과 주변조직(Pt, pituitary)에서 확인되었다(Fig. 5). 

Real-time quantitative RT-PCR (qPCR)로 확인한 결과, HSP90 mRNA는 

대부분의 조직에서 발현이 확인되었으며, 특히 주변조직에서의 간 (Liver, Li)에

서 특이적으로 발현이 높았다(Fig. 6). MC2R mRNA의 발현은 중추신경조직에서

의 연수 (Medulla oblongata, Me)에서 높은 발현이 나타났다(Fig. 7).



32

Fig. 5. Electrophoresis of all tissue HSP90 and MC2R mRNA expression 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) products.

Nervous tissues(A); Peripheral tissues(B); M, 100bp DNA ladder 

marker; Of, olfactory lobe; Te, telencephalon; Op, optic loge; Di, 

diencephalon; Ce, cerebellum; Me, medulla oblongata; Pt, pituitary; 

Re, retina; Gi, gill; He, heart; Ki, kidney; Li, liver; Sp, spleen; Lane 

8: St, stomach; In, intestine; Ov, ovary; Te, testicle; Mu, muscle; 

Sk, skin dosal; Fin, caudal fin; N.C, negative control.
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Fig. 6. Tissue specific expression of HSP90 mRNA in the E. akaara by 

Real-time qPCR. Nerve tissue (A) and peripherla tissue (B). Re, retina; Of, 

olfactory bulb; Te, telencephalon; Op, optic lobe; Di, diencephalon; Ce, 

cerebellum; Me, medulla oblongata; Pt, pituitary; Gi, gill; He, heart; Ki, 

kidney; Li, liver; Sp, spleen; St, stomach; In, intestine; Ov, ovary; Te, 

testicle; Mu, muscle; Sk, skin dosal; Fin, caudal fin.
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Fig. 7. Tissue specific expression of MC2R mRNA in the E. akaara by 

Real-time qPCR. Nerve tissue (A) and peripherla tissue (B). Re, retina; Of, 

olfactory lobe; Te, telencephalon; Op, optic loge; Di, diencephalon; Ce, 

cerebellum; Me, medulla oblongata; Pt, pituitary; Gi, gill; He, heart; Ki, 

kidney; Li, liver; Sp, spleen; St, stomach; In, intestine; Ov, ovary; Te, 

testicle; Mu, muscle; Sk, skin dosal; Fin, caudal fin.
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2. 계절별 수온에 따른 붉바리와 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현 변화

1) 사육환경 및 성장

실험기간동안 사육수온은 2월 평균 12.1±0.4℃로 가장 낮았고, 5월 평균 

17.7±0.1℃로 증가하기 시작하였으며, 8월 평균 27.8±0.3℃로 가장 높게 나타났

다. 이후 사육수온은 11월 평균 19.2±0.1℃로 다시 감소하였다(Table 13).

실험기간동안 용존산소량은 2월 평균 9.3±0.2 ㎎/ℓ로 가장 높았고, 5월 평균 

6.6±0.1 ㎎/ℓ로 감소하기 시작하였으며, 8월 평균 4.5±0.1 ㎎/ℓ로 가장 낮게 

나타났다. 이후 용존산소량은 11월 평균 6.0±0.1 ㎎/ℓ로 다시 증가하였다(Table 

13).

실험기간동안 붉바리의 체중 변화는 2월 평균 6.6±0.5 g이었으며, 5월 평균 

8.9±0.8 g에서 8월 평균 49.0±2.9 g으로 급격하게 체중이 증가하였으며, 11월에

는 평균 81.9±9.1 g을 나타냈다(Fig. 8A). 전장 변화는 2월에 평균 7.8±0.2 cm, 

5월에 평균 9.0±0.3 cm, 8월에 평균 15.1±0.4 cm, 11월에 평균 17.7±0.4 cm이

었다(Fig. 8B). 넙치의 체중은 2월 평균 55.0±1.7 g, 5월 평균 91.2±4.6 g이었으

며, 8월 평균 253.2±20.3 g에서 11월 평균 664.3±18.9 g으로 급격한 체중 증가

가 나타났다(Fig. 9A) 전장 변화는 2월 평균 7.9±0.2 cm, 5월 평균 21.3±0.3 

cm, 8월 평균 29.8±0.7 cm, 11월 평균 39.5±0.4 cm으로 나타났다(Fig. 9B). 
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Table 13. Environmental conditions during rearing experiment

Day Feb May Aug Nov

Water temperature (℃) 12.1±0.4 17.7±0.1 27.8±0.3 19.2±0.1

Dissolved oxygen (mg/ℓ) 9.3±0.2 6.6±0.1 4.5±0.1 6.0±0.1
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Fig. 8. Annual change of (A) body weight and (B) total length in E. 

akaara. Means represented by different letters are significant(P < 0.05). 

All values are mean ± S.E (n=6).
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Fig. 9. Annual change of (A) body weight and (B) total length in P. 

olivaceus. Means represented by different letters are significant(P < 

0.05). All values are mean ± S.E (n=6).
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2) 붉바리의 계절별 수온에 따른 사육수온 반응인자들의 발현 변화

 

계절별 수온 변화에 따른 붉바리의 사육수온 반응인자들의 발현 변화를 분석

한 결과, 실험기간동안 간에서 HSP70 과 HSP90 mRNA의 발현은 계절별 유의

적인 차이는 없었으나 HSP70 mRNA의 발현이 저수온 시기인 2월에 높은 경향

이 나타났다(Fig. 10A and B). CRH mRNA와 두신에서 MC2R mRNA 발현 역

시 계절별 유의적인 차이는 나타나지 않았으나 수온이 급격히 하강하는 11월에 

CRH mRNA의 발현이 증가하는 경향이 나타났으며, 저수온 시기인 2월에 

MC2R mRNA의 발현이 높은 경향을 나타냈다(Fig. 10C and D). 항산화 효소인 

SOD mRNA는 2월이 5월에 비해 유의적으로 높게 나타났고, CAT mRNA는 2

월이 5월과 11월에 비해 유의적으로 높게 발현하였다(P < 0.05) (Fig. 10E and 

F).  
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Fig. 10. Differentially expressed genes in E. akaara on natural water 

temperature seasonal changes under year-round conditions. (A) HSP70 

mRNA, (B) HSP90 mRNA, (C) CRH mRNA, (D) MC2R mRNA, (E) SOD 

mRNA, (F) CAT mRNA. The axis located on the left represents the level 

of gene expression seen through the bar graph, and the axis on the 

right represents the level of water temperature seen through the line 

graph. Means represented by different letters are significant(P < 0.05). 

Values are mean ± S.E (n=6).
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3) 넙치의 계절별 수온에 따른 사육수온 반응인자들의 발현 변화

계절별 수온에 따른 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현 변화를 분석한 결

과, 실험기간동안 HSP70 과 HSP90 mRNA의 발현은 2월과 5월에 낮은 수준을 

유지하다 8월에 유의적으로 급격히 증가하였으며(P < 0.05), 이후 11월에 다시 

낮은 발현을 나타냈다(Fig. 11A and B). CRH mRNA와 MC2R mRNA 발현은 

계절별 유의적인 차이는 나타나지 않았다(Fig. 11C and D). 항산화 효소인 SOD 

mRNA 발현은 2월과 8월에서 5월과 11월에 비해 유의적으로 높았고(P < 0.05), 

CAT mRNA의 발현은 8월이 2월에 비해 유의적으로 높게 나타났다(P < 0.05) 

(Fig. 11E and F). 
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Fig. 11. Differentially expressed genes in P. olivaceus on natural water 

temperature seasonal changes under year-round conditions. (A) HSP70 

mRNA, (B) HSP90 mRNA, (C) CRH mRNA, (D) MC2R mRNA, (E) SOD 

mRNA, (F) CAT mRNA. The axis located on the left represents the level 

of gene expression seen through the bar graph, and the axis on the 

right represents the level of water temperature seen through the line 

graph. Means represented by different letters are significant(P < 0.05). All 

values are mean ± S.E (n=6).
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4) 붉바리와 넙치의 계절별 수온에 따른 간중량지수 및 간세포 변화

계절별 수온 변화에 따른 붉바리와 넙치의 HSI 변화를 조사한 결과, 붉바리는 

2월과 8월에 평균 1.1±0.1로 유의적으로 가장 작았으며, 5월에 평균 2.0±0.3로 2

월과 8월에 비해 유의적으로 컸다(P < 0.05). 넙치는 2월과 8월 HSI 값이 1.4 정도

로 5월과 11월에 비해 유의적으로 낮았고, 5월과 11월에서 HSI는 2.1 정도로 2월

과 8월에 비해 유의적으로 높게 나타났다(Table 14). 실험기간동안 붉바리와 넙치 

간의 조직학적 변화를 분석한 결과, 중심 정맥과 동양모세혈관이 관찰되었으며, 일

부 간세포의 경우 세포질에서 하나 또는 여럿의 지방방울을 포함하고 있는 특징이 

관찰되었다(Fig. 12-13). 간의 조직학적 변화를 조사하기 위하여 간세포의 크기를 

분석하였으며, 분석 결과 붉바리는 간세포의 크기가 다른 시기에 비해 2월에 평균 

15.1±0.1 µm로 유의적으로 가장 작았다(P < 0.05). 5월 간세포의 직경은 평균 

18.9±0.2 µm이었고, 8월에 평균 16.7±0.1 μm로 감소하였으나 특이적으로 간세

포에서 지방방울이 다수 관찰되었다. 11월에는 간세포 평균 23.1±0.2 µm으로 유

의적으로 가장 컸다(P < 0.05) (Table 15). 넙치도 2월에 간세포 직경이 평균 

10.0±0.1 µm으로 유의적으로 가장 작았다(P < 0.05). 5월에서는 평균 10.6±0.1 

µm이었으며, 8월 간세포는 평균 6.9±0.1 µm에 특이적으로 지방방울이 많이 형성

되어 있는 것을 관찰하였다. 11월에서 간세포 직경이 평균 14.4±0.1 µm으로 유의

적으로 가장 컸다(P < 0.05) (Table 15).
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Table 14. Changes in the monthly Hepatosomatic index(HSI) in E. akaara 

and P. olivaceus

* Different lowercase letters above the bars indicate that there are 

significant differences between groups(P < 0.05). All values are mean ± 

S.E (n=6).

Feb May Aug Nov

Epinephelus akaara 1.1±0.1b 2.0±0.3a 1.1±0.1b 1.7±0.2ab

Paralichthys olivaceus 1.4±0.1b 2.0±0.1a 1.3±0.1b 2.2±0.2a
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Fig. 12. Photomicrographs of liver tissues in E. akaara by HE stain. 

February (A:　 12.1±0.4℃);　 May (B: 17.7±0.1℃); August (C: 27.8±0.3℃); 

November (D: 19.2±0.1℃). LS, liver sinusoid; CV, central vein; BD, bile 

duct; Scale bar: 20 μm.
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Fig 13. Photomicrographs of liver tissues in P. olivaceus by HE stain. 

February (A:　 12.1±0.4℃);　 May (B: 17.7±0.1℃); August (C: 27.8±0.3℃); 

November (D: 19.2±0.1℃). H, hepatocyte; LS, liver sinusoid; PV, portal 

vein; CV, central vein; LV, lipid vacuoles; Scale bar: 20 μm.
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Table 15. Alternation in the seasonal hepatocyte diameter (µm) in E. 

akaara and P. olivaceus

* Different lowercase letters above the bars indicate that there are 

significant differences between groups(P < 0.05). All values are mean ± 

S.E (n=400).

Feb May Aug Nov

Epinephelus akaara 15.1±0.1d 18.9±0.2b 16.7±0.1c 23.1±0.2a

Paralichthys olivaceus 10.0±0.1c 10.6±0.1b 6.9±0.1d 14.4±0.1a
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3. 사육수온 상승 조절에 따른 붉바리와 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현 변화

1) 사육수온 상승 조절에 따른 붉바리의 사육수온 반응인자들의 발현 변화

사육수온 상승 조절에 따른 붉바리의 사육수온 반응인자들의 발현을 분석한 

결과, HSP70 mRNA은 유의적인 차이가 없었으나 26℃에서 높게 발현되는 경향

을 확인할 수 있었고, HSP90 mRNA의 발현은 수온 상승에 따라 발현이 증가되

는 경향을 보였으며 26, 30℃에서 18℃에 비해 유의적으로 높게 나타났다(P < 

0.05) (Fig. 14A and B). CRH mRNA의 발현은 18℃부터 26℃까지 수온이 증

가함에 따라 감소하여 수온 26℃에서 가장 낮은 값을 나타냈고(P < 0.05) 이후 

30℃까지 급격하게 증가하였다(Fig. 14C). MC2R mRNA 발현은 수온이 증가함

에 따라 서서히 증가하는 경향을 보이다가, 30℃에서 가장 높은 값을 나타냈다(P 

< 0.05) (Fig. 14D). SOD mRNA의 발현은 26℃에서 유의적으로 높게 나타났고, 

CAT mRNA는 수온이 상승함에 따라 발현이 증가하는 경향을 보였으며 26, 3

0℃에서 유의적으로 높게 발현하였다(P < 0.05) (Fig. 14E and F).



49

Fig. 14. Differentially expressed genes in E. akaara on water temperature 

increasing control conditions. (A) HSP70 mRNA, (B) HSP90 mRNA, (C) 

CRH mRNA, (D) MC2R mRNA, (E) SOD mRNA, (F) CAT mRNA. The axis 

located on the left represents the level of gene expression seen through 

the bar graph. Means represented by different letters are significant(P < 

0.05). All values are mean ± S.E (n=8).
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2) 사육수온 상승 조절에 따른 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현 변화

사육수온 상승 조절에 따른 넙치의 사육수온 반응인자들의 발현을 분석한 결

과, HSP70 mRNA의 발현은 18℃에서 26℃까지 낮은 값을 보이다가 30℃ 조건

에서 유의적으로 급격하게 증가하였고(P < 0.05), HSP90 mRNA는 수온이 상승

함에 따라 발현이 증가하였다(Fig. 15A and B). CRH mRNA의 발현은 실험기간

동안 유의적인 차이가 나타나지 않았으며, MC2R mRNA 발현은 18℃부터 22℃

까지 증가하였다가 26℃에서 유의적으로 급격히 감소하고 30℃까지 다소 증가하

는 경향이 확인되었다. SOD mRNA는 18℃부터 26℃까지 유의적으로 감소하다

가 30℃에서 발현이 다시 증가하였고(P < 0.05), CAT mRNA 발현도 18℃부터 

26℃까지 지속적으로 감소하다가 30℃에서 비슷한 수준을 유지하였다(P < 0.05) 

(Fig. 15E and F).
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Fig. 15. Differentially expressed genes in P. olivaceus on water 

temperature increasing control conditions. (A) HSP70 mRNA, (B) HSP90 

mRNA, (C) CRH mRNA, (D) MC2R mRNA, (E) SOD mRNA, (F) CAT mRNA. 

The axis located on the left represents the level of gene expression seen 

through the bar graph. Means represented by different letters are 

significant(P < 0.05). All values are mean ± S.E (n=8).
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3) 사육수온 상승 조절에 따른 붉바리와 넙치의 간중량지수 및 간세포 변화

사육수온 상승 조절에 따른 붉바리와 넙치의 HSI 변화를 조사한 결과, 붉바

리의 경우 수온이 상승함에 따라 감소하는 경향이 나타났다. 실험 시작 시(18℃) 

평균 1.7±0.3으로 26, 30℃에 비해 유의적으로 가장 컸으며, 26℃와 30℃에서 

0.8 정도로 18℃에 비해 유의적으로 가장 작았다(P < 0.05). 넙치는 18℃에서 평

균 0.7±0.1로 유의적으로 가장 작았고, 26℃에서 평균 1.3±0.1로 가장 크게 나

타나면서(P < 0.05) 수온이 상승함에 따라 HSI가 커지는 경향이 나타나다가 3

0℃에서 다시 감소한 경향을 보였다(Table 16). 실험기간동안 붉바리와 넙치 간

세포 형태를 조직학적으로 관찰한 결과, 중심 정맥과 동양모세혈관이 확인되었으

며, 일부 간세포의 경우 세포질에서 하나 또는 여럿의 지방방울을 관찰할 수 있

었다(Fig. 16-17). 사육수온 상승 조절에 따른 간의 조직학적 변화를 조사하기 

위하여 간세포의 직경을 분석한 결과, 붉바리의 경우 간세포 직경은 실험 시작 

시(18℃) 평균 22.1±0.2 μm으로 가장 컸으며, 이후 22℃ 평균 17.9±0.1 μm으

로 간세포 직경이 감소하기 시작하여, 26℃에 평균 15.5±0.1 μm, 그리고 30℃

에서는 평균 13.6±0.1 μm으로 간세포 직경이 가장 작게 나타나 수온이 증가함

에 따라 간세포 직경이 감소하는 경향이 관찰되었다(Table 17). 넙치는 간세포 

직경이 18℃에 평균 7.5±0.1 μm였으며 이후 22℃에서 평균 8.3±0.1 μm으로 

증가하는 경향을 보였다. 26℃에서는 평균 10.3±0.1 μm으로 간세포 직경이 가

장 크게 나타났고, 30℃에서는 크기가 감소하여 평균 6.1±0.1 μm으로 가장 작

았다(Table 17).
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Table 16. Changes of Hepatosomatic index(HSI) in E. akaara and P. 

olivaceus under artificially elevating the water temperature condition

* Different lowercase letters above the bars indicate that there are 

significant differences between groups(P < 0.05). All values are mean ± 

S.E (n=8).

Day initial 4 days 8 days 12 days
18℃ 22℃ 26℃ 30℃

Epinephelus akaara 1.7±0.3a 1.1±0.1ab 0.7±0.1b 0.9±0.1b

Paralichthys olivaceus 0.7±0.1c 1.0±0.1b 1.3±0.1a 1.0±0.1b
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Fig. 16. Photomicrographs of liver tissues in E. akaara by HE stain. 

Initial (A:　 18.3℃);　 4 days (B: 22.1℃); 8 days (C: 26.1℃); 12 days (D: 

30.3℃). H, hepatocyte; LS, liver sinusoid; CV, central vein; BD, bile duct; 

Scale bar: 20 μm.
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Fig. 17. Photomicrographs of liver tissues in P. olivaceus by HE stain. 

Initial (A:　 18.9℃);　 4 days (B: 22.4℃); 8 days (C: 26.8℃); 12 days (D: 

30.1℃). LS, liver sinusoid; CV, central vein; BD, bile duct; Scale bar: 20 

μm.
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Table 17. Alternation of hepatocyte diameter (µm) under artificially 

elevating the water temperature condition in E. akaara and P. olivaceus

* Different lowercase letters above the bars indicate that there are 

significant differences between groups(P < 0.05). All values are mean ± 

S.E (n=400).

Day initial 4 days 8 days 12 days
18℃ 22℃ 26℃ 30℃

Epinephelus akaara 22.1±0.2a 17.9±0.1b 15.5±0.1c 13.6±0.1d

Paralichthys olivaceus 7.5±0.1c 8.3±0.1b 10.3±0.1a 6.1±0.1d
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Ⅳ. 고찰

1. 붉바리 HSP90과 MC2R 유전자의 클로닝 및 조직별 발현

어류의 성장과 발달은 사육수온, 사육밀도, 먹이공급 등 사육환경 조건에 따

라 의존성을 가지고 있으며, 특히 사육 수온은 양식어류의 성장과 생존에 영향을 

미치는 가장 중요한 외부환경인자 중 하나로 어종에 따른 적정수온 범위를 벗어

나게 되면 스트레스를 유발하고 HSPs 등 관련 유전자 발현 및 HPI 축의 활성 

등 생리적 변화에 영향을 준다. 이 연구는 붉바리와 넙치를 대상으로 사육수온 

반응인자 발현을 조사하기 위하여 붉바리에서 HSP90과 MC2R 유전자의 partial 

sequencing을 수행하였다. 열충격단백질(Heat Shock Protein, HSP)은 어류에 

있어 다양한 환경 스트레스에서 세포의 손상으로부터 보호하며, 체내 항상성을 

조절함에 있어 중요한 역할을 수행하는 유전자 집단으로 잘 알려져 있다(Jahan 

et al., 2023). HSP는 세포 스트레스에 노출될 때 모든 세포 유기체에서 생성되

는 다양한 분자량(16-100 kDa)의 고도로 보존된 단백질 집합체이다(Welch 

1993). 이 연구에서 붉바리 HSP90 유전자를 클로닝한 결과, HSP90 유전자의 

부분염기서열의 길이는 총 537 bp으로 확인되었다. 확인된 서열은 바리과

(Serranidae)의 자바리(longtooth grouper, Epinephelus moara)와 가장 높은 

100.0%의 상동성을 보였고, 넙칫과(Paralichthyidae)의 넙치(olive flounder, 

Paralichthys olivaceus)와 가장 낮은 91.1%의 상동성을 보였다. 분자량의 크기

가 90 kDa인 HSP90은 고온 또는 저온 충격과 같은 다양한 스트레스 요인에 의

해 상향 조절되며(Palmisano et al., 1999; Hermesz et al., 2001; Wu et al., 

2012), 대부분의 세포에서 발현이 보고된다(Csermely et al., 1998). 이 연구에

서 분리된 붉바리 HSP90 유전자의 조직별 발현 특성을 분석하기 위하여 중추신

경조직과 주변조직을 이용하였다. 분석 결과 HSP90은 주변조직 중 간에서 특이

적으로 높은 발현을 보였으며, 중추신경조직과 간 이외의 주변조직에서는 발현이 

나타났으나 낮은 수준을 보였다. HSP90은 넙치와 점박이 농어, 초어에서 뇌 와 

간을 포함한 모든 주변조직에서의 발현이 보고된다(Manchado et al., 2008; 

Shin et al., 2018; Wu et al., 2012). Lai et al., 2014의 연구에서 HSP90 
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mRNA는 Orange-spotted grouper(Epinephelus coioides) 간에서 높은 발현

을 보이고 뇌와 눈, 비장, 신장에서 낮은 발현을 보였다. 이러한 결과는 HSP90 

mRNA가 붉바리 간에서 가장 높은 발현을 보이고 다른 모든 조직에서도 발현이 

나타난 결과와 유사하였다. 멜라노코르틴 2 수용체(MC2R)는 스트레스 반응 과정

에서 핵심 신호 분자이며(Aluru & Vijayan, 2008), (포유류에서의 부신피질과 

유사한) 간신샘에서 ACTH에 매우 특이적으로 반응하여 활성화된다

(Cerdá-Reverter et al., 2011). 이 연구에서 붉바리 MC2R 유전자의 부분염기

서열을 클로닝하여 분석한 결과, MC2R은 총 633 bp로 확인되었다. 다른 어종과 

아미노산 상동성을 분석한 결과, 바리과(Serranidae)의 자바리(longtooth 

grouper, Epinephelus moara)와 가장 높은 98.6%의 상동성을 보였고, 넙치

(olive flounder, Paralichthys olivaceus)와 가장 낮은 81.1%의 상동성을 보였

다. ACTH 수용체로도 알려진 MC2R은 두부 신장 조직에 간신세포의 원형질막

에 존재한다(Mommsen et al., 1999). 이 연구에서 붉바리 MC2R의 부분염기서

열을 클로닝 한 후 조직별 발현을 조사한 결과, 중추신경조직인 연수에서 유의적

으로 높게 발현되었으며(P < 0.05), 주변조직에서는 뇌하수체와 아가미, 심장, 난

소와 정소, 근육에서 발현을 확인할 수 있었으나 신장에서의 발현이 미비하였다. 

포유류에서 MC2R은 부신 스테로이드 합성 및 분비를 조절하는 부신피질에서 주

로 발현된다. 경골어류에서 스테로이드 생성 세포는 크로마핀 세포와 함께 두신

에 내장되어 포유류 부신의 상동인 신간 기관을 형성한다(To et al., 2007). 

MC2R은 무지개송어(Rainbow Trout, Oncorhynchus mykiss)에서 간신 조직 

외에도 시상하부와 뇌하수체, 안구, 간, 정소, 난소 등의 조직에서 발현되었고

(Aluru & Vijayan, 2008), 농어(Sea bass, Dicentrarchus labrax)의 경우 뇌, 

심장, 아가미, 위에서는 MC2R의 발현이 없었으나 간, 생식소, 두신, 비장, 뇌하

수체, 근육, 피부 등에서 발현되며(Agulleiro et al., 2013), 제브라피쉬

(Zebrafish, Danio rerio)도 정소, 난소, 비장, 두신, 피부에만 발현되었다

(Agulleiro et al., 2010). 이와 같이 MC2R은 두신 뿐 아니라 간, 비장, 정소에

서 상대적으로 높게 발현되며 잉어와 넙치에서도 유사한 결과가 보고되었다

(Metz et al., 2005; Kobayashi et al., 2011).

이 연구에서 붉바리의 MC2R mRNA의 조직발현을 조사한 결과 무지개송어, 
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잉어, 넙치와 유사한 결과를 보였으나, 두신에서 MC2R mRNA의 발현 차이가 

관찰되었고, 이러한 결과는 붉바리의 종 특이적인 발현 차이로 판단된다.

이 연구결과는 사육환경에 따른 붉바리의 스트레스 반응 메커니즘을 연구하

기 위한 기초자료로서 활용될 수 있을 것이라 생각되며, 추후 HSP90과 MC2R 

유전자들의 조직별 발현 특성과 스트레스 반응에 대한 상관관계를 이해하기 위

한 추가적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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2. 사육수온에 따른 붉바리와 넙치의 생리반응인자들의 발현 변화

어류는 다양한 환경적 요인 중 수온에 가장 민감하며 면역력, 신진대사율, 

산소요구량에 직접적인 영향을 미치기 때문에 어류 양식에 있어 사육수온은 성

장과 생존을 좌우하는 가장 중요한 환경적 요인 중 하나이다(Yu et al., 2007; 

Cheng et al., 2018; Mugwanya et al., 2022). 이처럼 사육수온은 양식어류의 

건강도에 영향을 미치며 적정 수온의 범위를 벗어나면 스트레스 요인으로 작용

하고 이에 대한 적응 전략으로 생리학적 활성 변화가 일어난다(Chrousos & 

Gold, 1992). 대표적인 생리학적 변화는 열 충격 단백질(heat shock proteins, 

HSPs)의 합성과 시상하부-뇌하수체-간신(hypothalamus-pituitary-interrenal 

axis, HPI) 축의 활성에 따른 코티졸 분비, 활성산소(reactive species, ROS) 생

성과 이에 대응하기 위한 항산화 효소 활성화 등이 있다(Barton & Iwama, 

1991; Wendelaar & Sjoerd., 1997; Holmblad & Söderhäll 1999; Aluru & 

Vijayan, 2008; Barton et al., 2002; Evans & Claiborne, 2005; Lesser 

2011). 산화 스트레스에 대한 생물학적 반응에 관여하는 항산화 방어에는 슈퍼옥

사이드 디스뮤타아제(superoxide dismutase, SOD)와 카탈라아제(catalase, 

CAT)와 같은 효소 메커니즘이 있으며(Wilhelm, 1996), ROS의 증가에 따라 

SOD와 CAT의 활성화는 여러 연구를 통해 보고되어 있다(Hermes-Lima et al., 

1998; Campa-córdova et al., 2002; Mruk et al., 2002; Pörtner, 2002). 이 

연구는 붉바리와 넙치를 대상으로 계절별 자연수온 조건과 수온 상승 조건에 따

른 사육수온 반응인자의 발현양상을 조사하였다.

연중 조건에서 붉바리와 넙치의 계절적 수온 변화에 따른 사육수온 반응 인

자의 발현 변화를 조사한 결과, 붉바리는 저수온 시기인 2월에 열 충격 단백질인 

HSP70 mRNA의 발현이 높았으며 이와 같은 결과는 붉바리를 대상으로 한 이전 

연구와 나일틸라피아를 대상으로 한 연구 결과와 유사하였다. Min et al. (2018)

은 히터와 냉각기가 설치된 수조에 12, 15, 18, 21℃로 구간을 나누어 각각 붉

바리(평균 체중 75.0±10.5 g, 평균 전장 11.2±1.5 cm)를 20마리씩 수용해 48

시간 각각의 수온조건에 노출 시켰다. 이후 각 실험조건 내 붉바리의 간에서 

HSP70의 발현을 분석한 결과 12℃와 15℃ 그룹에서 21℃ 그룹에 비해 유의적
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인 차이를 보였으며 낮은 수온으로 갈수록 높은 발현 값을 보였다. Yilmaz et 

al., (2021)의 연구에서는 28℃에서 시간당 1℃씩 사육수온을 낮추어 최종 12℃

까지 냉각시키는 조건에서 적정 사육수온이 27–30°C인 나일틸라피아 (Nile 

tilapia, Oreochromis niloticus)(평균 체중: 37.05±0.04 g)(Azaza et al., 

2008)를 사육한 결과, 사육수온이 낮아짐에 따라 간에서 HSP70과 HSP90 

mRNA의 발현이 높게 나타났다. 이러한 연구 결과는 적정 사육수온이 26-30℃

인 어류는 고수온 보다 저수온 시기에 스트레스를 더 많이 받으며 HSP70과 

HSP90을 사용하여 이에 대응하는 것으로 사료 된다.

넙치를 대상으로 수행했던 계절적 수온변화에 따른 HSP 발현 연구 결과에서

는 평균 수온 27.8±0.3℃인 8월에 HSP70, HSP90 mRNA가 간에서 높게 발현

하는 것을 관찰하였다. Bildik et al., (2019)는 700-800g 정도 되는 적정 사육

수온 14-16℃인 도미과 어류(Gilthead sea bream, Sparus aurata)를 터키에 

한 양식장에서 1월부터 7월까지 (18-27℃)에 사육한 결과, 수온이 증가하면서 S. 

aurata의 간에서 HSP70과 HSP90 단백질 합성을 유도하는 것을 확인하였다. 

Kim et al., (2019)은 20℃에서부터 30℃에 도달할 때까지 일일 1℃씩 수온을 

상승시키는 조건에서 넙치(평균 체중 27.96±3.07 g, 평균 전장 13.4±1.4 cm)를 

사육하였고 각 20, 22, 24, 26, 28, 30℃에 노출된 넙치를 대상으로 간에서 

HSP70의 발현을 조사하였다. 그 결과 수온 28, 30℃ 조건에서 HSP70의 수치가 

유의하게 증가했다고 보고하였다. 이를 통해 도미과 어류와 넙치를 비롯한 저수

온 적정 어류는 고수온 조건에서 스트레스를 받는 것으로 판단하였다. 이러한 연

구 결과들은 어종에 따라 HSP의 활성화에 미치는 수온조건이 다름을 제시하고 

있으며, 이를 바탕으로 이 실험에서 붉바리와 넙치는 각각 저수온 시기와 고수온 

시기에 수온스트레스에 대한 세포 방어기전 활성화를 위하여 HSP70과 HSP90 

mRNA의 발현이 증가한 것으로 사료 된다. 하지만 사육수온을 상승 조절시킨 

조건에서 사육된 붉바리와 넙치 모두 수온이 증가함에 따라 HSP70과 HSP90 

mRNA의 발현이 증가하는 경향을 보였다. 이러한 결과는 사육수온의 급격한 상

승이 급성 스트레스를 유발시켰을 것이며, 이에 대응하기 위하여 HSP70과 

HSP90 mRNA의 발현이 증가된 것으로 사료 된다. Deane & Woo (2005)는 적

정사육수온이 14-16℃인 도미과 어류(Silver sea bream, Sparus sarba)를 2
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5℃에서 사육한 control 그룹, 히터봉을 사용하여 사육수온을 25℃에서 시작해 

0.12℃/min씩 상승시켜 32℃까지 높여준 후 , 2시간동안 노출시킨 heat-shock 

그룹, 그리고 이후 히터봉을 빼주어 수온이 다시 25℃로 감소하는 조건에서 하

루간 사육한 heat-shock/recovery 그룹에서 사육하였고, 실험어의 간에서 

HSP70 mRNA의 발현을 조사한 결과 HSP70이 급성 열 스트레스에 의해 발현이 

높게 나타난 것으로 보고하였다. Qin et al., (2023)은 점박이 농어 (Spotted 

Seabass, Lateolabrax maculatus)를 대상으로 23℃에서 3℃/h 조건으로 32℃

까지 수온을 상승시킨 후 노출 시간이 지남에 따른 급성 열 스트레스에 대한 생

리적 반응을 조사한 결과, 노출 시간이 지속될수록 간에서 HSP70과 HSP90 

mRNA의 발현이 높게 나타났다. 강도다리를 대상으로 16℃에서 34℃까지 12시

간마다 1℃씩 상승시켜주어 급성 열 스트레스 반응을 조사한 결과, 간에서 

HSP70과 HSP90 mRNA의 발현은 수온이 높아짐에 따라 증가하여 28℃에서 유

의적으로 발현이 높았고(P < 0.05), 이후 30℃에서는 다시 급격히 감소하는 경향

이 나타났다(Lee et al., 2021). 추후 급성스트레스와 HSP70과 HSP90 mRNA의 

상관관계를 규명하기 위한 연구가 필요하다고 생각된다.

부신피질자극호르몬분비호르몬 (CRH)에 의해 유도된 부신피질자극호르몬

(ACTH)이 두신에 있는 간신샘에 도달하면 멜라노코르틴 2 수용체(MC2R)와 결

합하고 활성화하여 간신 조직에 의한 코티졸의 합성 및 방출을 초래한다

(Wendelaar & Sjoerd., 1997; Mommsen et al., 1999). 계절에 따른 수온조건

에서 붉바리의 경우, CRH와 MC2R mRNA는 각각 저수온 시기인 11월과 2월에 

높게 발현하였다. 이와 대조적으로 넙치에서 고수온 시기인 8월에 CRH와 MC2R

의 발현이 높을 거라는 예상과 달리 CRH와 MC2R mRNA 발현이 고수온 시기

에서 하향 조절되었다. Luo et al., (2014)은 적정 수온 범위가 25-31℃인 제브

라피쉬(Sfakianakis et al., 2011)의 자어(n = 200; 평균 전장 2.8~3.9 cm)를 

대상으로 28℃에서 각각 18℃와 38℃로 수온을 조절하여 노출 시켰고, 저온스트

레스(18℃)에서와 고온스트레스(38℃) 조건에서 CRH mRNA의 발현은 모두 28℃

에 비해 감소하는 경향이 나타났다. Goikoetxea et al., (2021)의 연구에서는 적

정 수온 범위 22-25℃인 유럽 농어(European seabass, Dicentrarchus 

labrax) (Barnabé, 1991)를 16℃과 21℃에서 사육한 결과, 21℃에서보다 16℃
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에서 두신에서의 MC2R mRNA의 발현이 증가했다. 스트레스 반응 중 CRH와 

MC2R은 어류의 발달 상태와 스트레스 요인의 크기 또는 기간(장기, 단기)에 따

라 발현 수준이 달라지는 것으로 사료 된다.

한편 사육수온 상승 조절 조건에서 붉바리의 경우, CRH는 18℃에서 발현이 

높았다가 이후 수온이 증가할수록 감소하는 경향을 보였고, 30℃에서 다시 높게 

발현하였다. 반면 MC2R는 18℃에서 발현이 낮게 나타났고, 30℃에서 높게 발현

하였다. 넙치에서 CRH는 18℃에서 22℃로 수온이 상승하면서 발현이 높아진 경

향이 나타났으나 이후 수온상승에 따른 발현 변화를 확인할 수 없었고, MC2R은 

22℃에서 26℃로 수온이 증가할수록 감소된 발현 경향을 보였다. 그러나 

Uchimura et al.,에서 메다카를 대상으로 각 26℃와 33℃ 조건에서 14시간의 

명기와 10시간의 암기 속에서 사육한 결과에서는 시상하부에서 CRH와 HSP70의 

발현 모두 세포의 열 충격으로 현저히 증가한 것을 확인할 수 있었다. 

붉바리와 넙치를 대상으로 한 이 연구 결과는 CRH와 MC2R이 직접적인 관

계에 있지 않아 발현 결과가 상이하게 나타난 것으로 사료 되며, 수온과 CRH, 

그리고 MC2R 발현 메커니즘 간의 상관관계에 대해서 보다 자세한 연구가 필요

할 것으로 사료 된다. 

급격한 수온 변화는 과도한 활성산소(ROS)를 유발하여 어류의 건강 상태를 

악화시킬 수 있다(Pottinger et al., 1992). 생성된 ROS는 SOD와 CAT를 포함

한 항산화 효소에 의해 제거된다(Cohen, 1994). 이 연구에서 붉바리의 경우, 

SOD, CAT mRNA 발현은 5월, 8월, 11월에 비해 2월에 높게 발현되었으며, 넙

치의 같은 경우 8월에 유의하게 높은 발현 값을 나타냈다. 항산화 효소의 수온에 

따른 변화를 보면 붉바리를 대상으로 자연 수온 조건(12.9~19.0℃)과 20, 26, 3

2℃ 조건에서 12주간 붉바리를 사육한 결과, 고수온 그룹보다 저수온 그룹에서 

사육된 붉바리의 간에서 SOD와 CAT mRNA 발현이 증가했으며(Kim et al., 

2023), 넙치는 사육수온 20, 25, 30℃ 조건에서 SOD와 CAT mRNA 발현을 비

교한 결과, 25℃와 30℃에서 사육한 넙치 간 조직에서 항산화 효소 SOD, CAT 

mRNA가 유의적으로 높은 발현 값을 나타냈다(Shin et al., 2010). He et al., 

(2015)에서는 저수온(13℃)에서 나일틸라피아 (Nile tilapia, Oreochromis 

niloticus)를 사육한 결과, 간에서 SOD와 CAT mRNA의 발현이 높았고, Jiang 
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et al., (2021)가 3 가지 수온 조건(13°C, 17°C, 21°C)에서 적정 수온 범위 

15-16℃인 무지개송어를 사육한 결과(Jalabert & Fostier, 2010), 13, 17℃에 

비해 21℃에서 SOD와 CAT mRNA가 높게 발현하였다. 열 스트레스 중 ROS 형

성은 고열의 직접적인 결과로 발생할 수 있지만(Abele et al., 2002; Freire et 

al., 2011; Lushchak, 2011) 항상성 회복 중 조직 재산소화의 결과로도 발생할 

수 있다(Halliwell & Gutteridge, 2015). 또한 ROS는 HSP를 유도한다고 알려져 

있는데(Scarpeci et al., 2008; Lesser, 2011) 이 연구에서 붉바리가 저수온 시

기에 SOD와 CAT의 발현이 높게 나타난 결과가 HSP70과 HSP90의 발현 결과

와 일치한 점, 넙치가 고수온 시기에 SOD와 CAT의 발현이 높았을 때 HSP70과 

HSP90도 마찬가지로 발현이 높게 나타난 결과를 볼 때, 붉바리는 저수온 조건

에서, 넙치는 고수온 조건에서 세포 내 변성이 일어나 항산화 인자와 열충격단백

질을 통해 항상성 조절이 일어나는 것으로 사료 된다. 하지만 사육수온 상승 조

절 실험 결과에서 SOD와 CAT mRNA의 발현이 붉바리는 수온에 따라 증가하는 

경향이 나타났는데, 붉바리의 경우 26℃로 증가하는 것이 적정 수온조건으로의 

증가일 수 있으나 단기간동안 수온을 증가시킴으로서 급성 스트레스를 유발하여 

계절별 수온 변화에 따른 발현 결과와 다른 결과가 나타났다. 그러므로 지속적인 

수온 증가에 따른 항상성, ROS 생성에 대응하기 위하여 항산화 효소의 발현이 

증가한 것으로 사료 된다. 넙치는 오히려 수온이 증가함에 따라 항산화 효소 유

전자의 발현이 감소하는 경향이 관찰되었으며, 이는 계절적 수온 변화에 따라 나

타난 결과와 반대의 경향을 나타냈다. 저수온도 어류에 있어 산화적 스트레스를 

유발하는 요인으로 작용할 수 있다. Cheng et al., (2017)은 적정 수온이 23-3

2℃인 복어류(Takifugu obscurus)를 대상으로 25℃에서부터 13℃까지 시간당 

1℃씩 수온을 감소 시키는 조건에서 항산화 효소 발현을 조사하였다. 그 결과, 

복어 간에서 SOD mRNA의 발현은 21℃와 17℃에서 유의적으로 높게 발현하였

으며, CAT mRNA는 25℃에서 17℃까지 수온이 감소되는 동안 비슷한 발현 수

준을 유지하다가 13℃에서 유의적으로 높은 발현을 나타냈다(P < 0.05). 이 연구

에서는 저온스트레스가 ROS 생성을 증가시킬 수 있으며, 이로 인해 과잉 생산된 

ROS에 의해 세포 DNA 손상을 유발하여 저수온 조건에서 항산화 효소의 발현이 

높았음을 제시하고 있다. 터봇 (turbot, Scophthalmus maximus)의 적정 사육
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수온은 16-19℃이다(Imsland et al., 2001; Imsland et al., 2008). Gerreiro 

et al. (2014)은 터봇(평균 체중 31.6±0.02 g)을 15.2±0.7°C 및 20.4±0.8°C 수

온 조건에서 사육하여 산화 스트레스 반응을 조사하였으며, 고온(20℃)이 간의 

항산화 능력을 손상시켜 항산화 효소의 발현이 낮았다고 제시하였다. Jia et al., 

(2020)에서도 터봇(106.96±15.71 g)을 가지고 18℃에서부터 27℃로 일일 1℃씩 

사육수온을 상승시키는 조건에서 산화 스트레스 반응을 조사한 결과, 27℃에서 

SOD 및 CAT의 활성을 현저하게 감소시켰음을 시사하였다. 비록 넙치를 대상으

로 수행했던 연구 결과에서 수온증가에 따른 항산화 효소 유전자의 발현 감소에 

대한 원인을 확인할 수 없었지만, 터봇의 연구 결과와 같이 수온스트레스가 정상

적인 항산화 효소 유전자 발현 활성에 영향을 미칠 수 있었을 것으로 생각된다.

탄수화물과 지질을 저장하는 주요 장기 중 하나인 간은 소화 및 대사 과정에 

직접 관여하며 다양한 생리적 기능(성장, 면역, 독성, 영양상태, 생식 등)을 조절

하는 어류의 핵심 기관으로 다양한 생리적 작용과 관련된 반응을 확인하기 위한 

지표로 많은 실험에 이용되어왔다(Hatlen et al., 2005; Zeng et al., 2010; 

Maharajan et al., 2016; Maftuch et al., 2018; Sun et al., 2019). 고수온 사

육환경이 어류의 간 구조에 변화를 일으키고 기능에 영향을 미칠 수 있다는 사

실은 많은 연구를 통해 보고되었다(Liu et al.,2016; Wang et al., 2019; 

Dawood et al., 2022). Kim et al., (2023)에서 E. akaara의 간 조직의 연중 

조직학적 특성 변화를 조사한 결과, 6월과 10월에 간세포 직경이 가장 컸으며 

고수온 시기인 8월에 간세포 직경의 감소가 확인되었고, 이후 12월부터 다음 해 

4월까지 간세포 직경이 감소하는 양상을 나타냈다. Islam et al., (2020)도 적정 

사육 수온범위 22-24℃인 유럽 농어(European seabass, Dicentrarchus 

labrax)(Claridge & Potter, 1983)를 8°C, 16°C, 24°C 및 32°C에서 사육하였을 

때 8℃에서 사육된 어류의 간세포에 비해 32℃에서 큰 지방방울이 형성되며 직

경이 증가한 간세포가 확인되었으며, 이는 적정 수온이 27-28°C인 파이크퍼치 

(pikeperch ,Sander lucioperca)(Deelder & Willemsen, 1964, Hokanson, 

1977)를 각각 23, 30, 32, 34℃에서 사육한 결과, 수온이 증가함에 따라 34℃에

서 과한 지방방울이 확인되면서 간세포 직경이 커진 결과와도 유사하였다(Liu et 

al., 2022). 그러나 계절적 수온 변화에 따라 붉바리와 넙치를 조사하였을 때, 두 
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어류 모두 수온이 증가함에 따라 간세포 직경은 감소하고 저수온 시기에 간세포 

직경이 커지는 결과를 나타냈다. 이러한 결과는 종에 따른 계절적인 번식 특성에 

따라 나타난 것으로 사료 된다. 붉바리는 고수온 시기인 7~8월이 산란시기이므

로(Lee et al., 2020) 난모세포 성숙 및 산란에 따른 에너지 소비로 인해 간세포

가 작게 나타나며, 저수온 시기에는 체내 항상성을 유지하기 위해 간세포 내 지

방을 축적하여 간세포 직경이 크게 나타난 것으로 판단된다. 넙치는 여름철 고수

온에 의해 대사가 빨라져 간세포의 직경이 작게 나타난 것으로 생각되며, 11월 

저수온 시기에는 3-4월 산란을 위한 난황 형성 준비를 위해 간세포 내 지방 축

적을 하므로(Kim et al., 2013) 간세포 크기가 크게 나타나는 것으로 생각된다. 

한편 사육수온 상승 조절 조건에서 붉바리와 넙치의 간세포 직경의 변화를 조사

한 결과, 붉바리는 수온이 증가함에 따라 직경이 감소하여 계절적 수온에 따른 

변화에 대한 결과와 일치하였다. 반면 넙치의 경우, 수온이 증가함에 따라 간세

포 직경이 증가하여 26℃에서 유의적으로 크게 나타났고, 이후 30℃에서 크기가 

감소하여 간세포 직경이 가장 작게 나타냈다. 고수온이 과도한 사료 섭취, 이로

인한 과도한 영양분 섭취로 인한 이상지방방울이 형성된 것으로 생각되며, 추후 

사료 섭이량 또는 사료 영양성분에 따른 간세포 크기에 변화를 규명하기 위한 

연구가 필요하다고 생각된다.

모든 어류는 적정 수온 범위를 갖고 있으나 살아가면서 다양한 수온 변화를 

통해 스트레스에 노출되며, 이러한 스트레스에 대한 대응이나 적응은 어류의 생

존과 성장에 있어 중요하다. 어류는 스트레스에 대한 대응이나 적응의 방편으로

서 다양한 방어기작을 보유하고 있으며, 열충격단백질 (Heat shock protein, 

HSP)은 여러 방어기작 중 모든 생물 종에서 공통적으로 나타나는 기작이다. 어

류에 대한 적정 사육 수온을 제시하는 증거로서 성장률, 사료 섭취 및 사료 전환 

효율, 혈중 코티졸 농도 조사 등 다양한 연구들이 이루어졌으나 적정수온에 대한 

HSP의 발현 수치 기준에 대한 연구는 아직 미비한 실정이다. 

이 연구에서 붉바리는 저수온 조건에서, 넙치는 고수온 조건에서 HSP 등 사

육수온 반응 인자들이 더 민감하게 반응하였다. 이러한 연구결과는 수온 내성이 

다른 두 어종 붉바리와 넙치의 적정 사육 시스템 개발을 위한 기초 정보로서 사

용될 수 있을 것이라 생각된다. 추후 대상 어류의 개체 크기별 및 사육밀도, 먹
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이, 환경조건, 생식소 발달 상태 등 다양한 사육조건 및 생리적 상태 정보를 기

반으로 HSP 등 관련 반응인자들의 발현 메커니즘을 조사함으로써 수온에 따른 

성장과 대사 작용을 저해하는 수온 조건을 밝힐 수 있는 추가적인 연구가 필요

할 것으로 사료된다.
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akaara and olive flounder, Paralichthys olivaceus of 

reaction factors expression according to rearing water 

temperature

Kang-Hee Im

Department of Marine Life Sciences

The Graduate School Jeju National University

Abstract

This study compared subtropical fish red spotted grouper 

(Epinephelus akaara) and temperate fish olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) the expression of response factors according to rearing 

water temperature. To compare the expression of response factors 

according to seasonal rearing water temperature, the experiment was 

performed using farmed red spotted grouper (n=443, total length 

7.9±0.1 cm, body weight 9.0±0.1 g) and olive flounder (n=80, total 

length 20.1±0.1 cm, body weight 75.3±1.2 g) at Marine Science 

Institute, Jeju National University from February to December 2022. 

Fish were reared under natural water temperature and photoperiod 

conditions in an indoor flow-through culture system (FRP square tank: 

150×150×150 cm, about 1.6 m.t./1 h).    

To compare the expression of response factors according to water 
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temperature increasing manipulation, the experiment was performed 

using farmed red spotted grouper (n=40, total length 22.6±0.03 cm, 

body weight 196.5±0.11 g) and olive flounder (n=40, total length 

14.5±0.04 cm, body weight 26.0±0.11 g). Fish were reared by 

recirculating aquaculture system and acclimated to experimental 

conditions (18°C) for 10 days prior to heat shock experiments. After, 

the water temperature was increased to 30°C by appropriately changing 

1°C every days. The commercial pellets were provided twice daily (09:00 

& 17:00). The mRNA expression of heat shock protein (HSP70, HSP90) 

and  genes related to the hypothalamus-pituitary-interrenal (HPI) axis 

mechanism ; corticotropin releasing hormone (CRH) & melanocortin 2 

receptor (MC2R), and antioxidant enzyme (SOD, CAT)  were analyzed as 

response factors to water temperature. As a result of the expression 

patterns of water temperature stress-related response factors according 

to seasonal rearing water temperature, the red spotted grouper showed 

higher expression patterns of water temperature stress response 

factors in February (12.1±0.4℃), which is a low water temperature 

period among the four seasons. In olive flounder, water temperature 

stress-related response factors expression were found to be higher in 

August (27.8±0.3℃), especially during high water temperature, in 

comparison to February, May and November.

 By comparing the responses to the rearing water temperature of 

red spotted grouper and olive flounder, this study may provide basic 

data for establishing an appropriate rearing system for subtropical fish 

species such as red spotted grouper and temperate fish species such 

as olive flounder.
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정을 수행하고 있었습니다. 새로운 도전이라 생각하며 즐거운 마음으로 시작한 석

사 생활, 그러나 시작한 지 1년도 채 못가 체력적 한계와 부족한 역량으로 매 순

간이 한계처럼 느껴지며 모든 것이 벅차게 되었습니다. 그 당시 제 대학원 동기들

이 모두 학위과정을 중도 포기함에 저도 마음이 동했으나 그만두지 않고 무사히 

끝마치며 이렇게 감사의 글을 쓰는 순간이 오게 된 것은 많은 분들이 보내주신 따

듯한 격려와 응원, 그리고 이영돈 교수님과 여인규 교수님, 허성표 교수님의 각별

한 지도 덕분이었습니다. 어떤 말로도 담을 수 없을 만큼으로 모든 분들에게 감사 

인사를 드립니다. 

실험실을 지켜주시는 저희의 아버지 이치훈 박사님, 인생에 있어 필요한 조언을 

많이 해주신 문영건 박사님, 저 때문에 스트레스를 많이 받으시며 힘들어 하셨지만 

저를 포기하지 않으시고 아껴주시며 지도해주신 김병훈 박사님, 뭐든 다 잘 고쳐주

시는 부문수 선배님, 존경할 정도로 힘든 티 하나 안 내고 묵묵히 종묘 일을 하시

는 수민오빠와 희경언니, 그리고 실험실 분위기를 밝혀주는 귀여운 연구실 막내 다

은이 모두 감사합니다.

송희 언니, 제게 있어 많이 애틋한 사람. 언니에게는 감사하고 죄송한 마음을 드

려요. 연구소 생활을 하며 제가 기댈 수 있는 어깨를 내어주시고, 언제나 제 옆을 

지켜주시며 석사 학위 과정이라는 험난한 길에서 안내자 역할을 해주신 감사한 나

의 언니. 이 은혜는 평생 잊지 않을게요. 제가 좀 많이 까다로웠을 텐데 사랑으로 

감싸주시고 지켜주셔서 너무 감사합니다.

석사 1학기와 2학기를 보낼 때 내 옆을 지켜준 고마운 형록오빠, 그리고 석현오
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빠 내 응석을 다 받아주어 고마워.

연구소가 원활히 가동되도록 항상 도움을 주시는 고영진 선생님과 김은수 선생

님께도 감사 인사를 드립니다. 

학위과정을 포기하지 않게 옆에서 조언과 도움을 주시며 믿음을 주신 존경하는 

나의 아버지 임만규님, 어머니 황인아님 많이 사랑하고 축복합니다. 태어나기 전부

터 옆을 지켜준 나의 쌍둥이 강호야, 고민 상담 잘 들어준 막내 동생 도희야, 너희

에게 많이 의지하면서 힘을 얻을 수 있었어. 고맙고 많이 사랑한다.

나의 사랑하는 친구들 상지, 윤정이, 현서야. 내 학위과정을 ZOOM을 통해 응원

해주며 지켜봐 준 고마운 나의 친구들. 너희 덕에 웃음을 잃지 않고 학위과정을 마

칠 수 있었어. 우리 앞으로도 같이 행복 하자.

육지에 언제 올라오느냐며 응원과 격려를 해준 내가 많이 아끼는 친구들아. 일일

이 표현하진 않았지만 언제나 고맙고, 감사해. 앞으로도 잘 부탁한다.

아직 미흡한 저를 아껴주시며 응원해주시는 모든 분들에게 앞으로 더더욱 열심

히, 치열하게 살아가며, 받은 은혜를 보답할 수 있는 사람이 될 수 있게 노력하겠

습니다. 모두 감사하고 사랑합니다.
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