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Abstract

The objective of this study is to establish a basis for producing

transgenic fluorescent ornamental fish by using the glass catfish

(Kryptopterus vitreolus). The glass catfish is a freshwater fish

belonging to the family Siluridae. It is transparent, apart from the

abdominal cavity, and it has been widely distributed as an ornamental

fish since the 1930s.

In this study, the anesthetic effect on glass catfish of MS-222

(Tricaine methanesulfonate), clove oil, 2-phenoxyethanol, NaHCO3,

lidocaine-HCl and lidocaine-HCl/NaHCO3 was investigated. Based on

the induction and recovery time, 200/100ppm of lidocaine-HCl/NaHCO3

was considered to be an effective agent. To analyze the effects on the

maturation inhibition of the gonads from the anesthetics, carp pituitary

was injected to the fish via intraperitoneal injection with 200/100ppm

of lidocaine-HCl/NaHCO3 as an anesthetic agent. A histological

analysis of the gonads showed that the gonadotropin action of the carp
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pituitary was normally observed in all injected fish. Therefore, 200/100

ppm of lidocaine-HCl/NaHCO3 proved to be an efficient anesthetic

agent for induced breeding in this fish species.

An intramuscular injection of DNA containing various promoters

(CMV pDs, CMV pAM, pod β-actin, pod mlc2, pAN β-actin) was also

administered to the fish to investigate the expression activity of

various promoters and several fluorescent genes. The fluorescence

activity of experimental groups was increased gradually from 10 days

after postinjection with 80㎍ of DNA per fish. This activity persisted

in the muscles for as long as 30 days postinjection. The expression of

injected DNA was found predominantly within muscle cells along the

injection path and in scattered muscle cells anterior to the injection

site.

Glass catfish were also injected with carp pituitary (CP), hCG

(human chorionic gonadotropin), and LHRH-α (Luteinizing

hormone-releasing hormone analog) by using various dosages in order

to induce sexual maturation. CP was proven to be more effective than

hCG or LHRH-α. In the case of females, ovary maturity was

successfully derived at 4mg/g of CP, but final maturation and

spawning were not successfully induced. However, the males in all of

the CP-treated group were shown to have fully matured and ejaculate

testes.
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I. 서 론

유리메기(Kryptopterus vitreolus)는 메기목(Siluriformes) 메기과

(Siluridae)에 속하는 담수어류로 말레이 반도 북부 및 인도차이나 반도에

서 타일랜드 만으로 유입되는 담수에 서식하고 있으며, 그간 K. bicirrhis

또는 K. minor 로 알려져 왔으나 Ng and Kottelat (2013)에 의해 현재의

학명으로 재 동정되었다. 본종은 복강을 제외한 모든 부위가 투명하며, 그

성체의 크기가 7cm 정도이고 여타 메기과 어류들과는 달리 수면에 서식

하며 형태가 아름다워 관상어 애호가들에게 각광받아 이미 1934년 이전부

터 국제무역에 의해 전 세계에 유통되고 있는 관상어류이다(Innes, 1934;

Chapman et al., 1997; Finley, 2009). 본 종은 이미 신경생물학과 생리학

실험 등에 어류 실험 모델로서 사용된 바 있으며(Steffensen et al., 1986;

Jensen et al., 2009; Roth, 1993; Peters et al., 2008; Kolomytkin et al.,

2007), 그 자원량이 풍부하여 동남아 등의 원산지에서는 어간장의 주재료

로도 사용되고 있다(Ng and Kottelat, 2013).

형광발현 유전자가 이식된 관상어류는 제브라피쉬, 바브 및 테트라의 3

종이 최근 미국을 위시한 아시아권에서 야생형의 7배의 높은 가격으로 판

매되고 있으며 특히 미국 내에서는 전국적으로 그 판매량이 현저히 증가

되고 있다(Bratspies, 2005; Glofish®,2017). 그러나 기존 판매되고 있는 형

광관상 어류들은 자체 색깔을 가지고 있어 형광발현 시 그 효과가 감소되

는 문제를 지니고 있어 근육이 투명하고 형태가 탁월한 새로운 형광관상

어류를 개발할 필요성이 제기되고 있다(Dijkstra et al., 2001). 본 연구실

에서 해양수산용 LMO의 안전관리를 위해 개발된 형광 바다송사리는 근

육이 투명하여 발현되는 형광이 잘 표현되는 장점은 있으나(Cho et al.,

2011; Cho et al., 2013), 형태가 소비자의 취향을 만족시키기에는 어려움
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을 지니고 있다.

새로운 형광관상어종을 개발하기 위해서는 유전자 개발, 발현 벡터의

활성 테스트 및 유전자 이식 방법 등을 위한 연구가 필요하다(Iyengar et

al., 1996). 발현 벡터와 프로모터의 활성을 테스트하기 위한 방법 중 하나

인 Direct injection 방법은 개체의 체세포에 직접 유전자를 주사하는 방

법으로 면역 접종(Ulmer et al., 1993; Xiang et al., 1994)과 gene therapy

(Raz et al., 1993)에 매우 효과적인 방법으로 알려져 있고, 발현 벡터의

테스트 뿐 아니라 형질전환생물의 개발을 위한 방법으로도 사용되고 있다

(Anderson et al., 1996). 이에 direct injection을 이용한 연구로 Hansen

et al. (1991)은 잉어의 등지느러미에 direct injection을 실시하여 gene

construct의 발현을 테스트한 연구를 수행한 바 있고, Rahman and

Maclean (1992)은 틸라피아의 근육에 direct injection을 수행하여 carp β

-actin promoter와 reporter gene인 CAT의 발현을 유도한 바 있다.

Dijkstra et al. (2001)은 glass catfish를 DNA 백신용 어류 모델로 개발하

기 위해 luciferase 및 이의 발현유전자를 근육에 주사하여 그 발현유무를

관찰한 바 있다. 유리메기는 앞서 언급한 바와 같이 복강을 제외한 모든

부위가 투명하여(Fig. 1a) DNA 백신용 어류 모델 이외에도 이미 그 형태

만으로도 관상어 애호가의 기호를 만족시키고 있어 형질전환 기법을 사용

하여 형광관상어로 개발한다면 고가의 우수한 상품이 될 수 있을 것으로

기대된다.

형질전환어류를 개발하기 위해서 유전자이식을 위한 양질의 수정란의

대량생산이 필요하다. 그러나 본 종은 서식지 수계에서 산란이 원활히 이

루어지나, 실내사육 시 산란 조절이 어려워 인공산란을 통한 수정란의 대

량생산한 보고는 없다(Planetcatfish, 2017). 메기과 어류의 산란에 있어

ovaprim, S-GnRH, LHRH-a, hCG 및 잉어뇌하수체의 경우 보고된 모든
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Fig. 1. Glass catfish Kryptopterus vitreolus in a group of schooling

(a), lateral view (b) and dorsal view (c). All scale bars indicate 1 cm.
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종에서 매우 효과적인 것으로 보고되어 있다(Zohar and Mylonas, 2001).

이 중 메기과 어류의 산란에 있어 ovaprim과 S-GnRH는 특히 자연산 메

기류를 채집하여 실내에서 인공산란유도 시 매우 효과적인 것으로 보고된

바 있다(Brzuska and Adamek, 1999; Haniffa and Sridhar, 2002;

Padmakumar et al., 2011). 이에 산란유도호르몬처리에 의한 인공산란유

도 연구가 필요하나 본 종은 스트레스에 매우 민감하고, 특히 체폭이 좁

아(Fig. 1b & c) 화학물질의 복강주사 시 폐사율이 높은 단점이 있다

(Peters et al., 2001).

어류를 실험실 및 현장에서 다룰 때 스트레스 등 상해를 최소화하기 위

해 마취는 필수요건 중에 하나로서, 유리메기의 경우 스트레스를 최소화

하기 위해 Saffan®, FA100및 MS-222 (Tricaine methanesulfonate) 등의

마취제들이 연구에 사용된 바 있다(Peters et al., 2001; Dijkstra et al.,

2001; Kolomytkin et al., 2007). 그러나 상기 연구들은 각 마취제의 효과

만 보고되어 있을 뿐 마취제의 종류에 따른 마취소요시간 및 회복시간 등

최적 마취제에 대한 연구는 누락되어 있다.

이에 본 연구에서는 첫째, 유리메기에 최적 마취 조건 확립을 위해 기

존 개발된 마취제 중 어류에 안전한 것으로 보고되어 있는 5종 마취제

(MS-222, clove oil, 2-phenoxyethanol , NaHCO3및 lidocaine-HCl)를 다

양한 농도로 침지 처리하여 최적 마취 조건을 확립하였고, 둘째 확립된

마취조건을 이용하여 CMV와 바다송사리의 β-actin 프로모터를 가진 유

전자를 주사하여 유리메기 근육에서 발현되는 형광 양상을 조사한 후, 다

양한 어종으로부터 유래된 몇 종의 프로모터를 가진 3종의 형광발현 유전

자를 주사하여 각 프로모터에 따른 형광 발현양상을 비교하였고 셋째, 형

광관상어를 생산하기 위한 유전자이식에 필수적 요건인 양질의 수정란 확

보를 위해 인공산란을 유도하기 위해, 인간태반성선자극호르몬(human
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Chorionic Gonadotropin, hCG), LHRH-α (Luteinizing hormone

releasing hormone) 및 잉어뇌하수체호르몬(Carp pituitary, CP)을 다양한

방법으로 투여하여 각 호르몬 간 성 성숙 유도 효과를 확인하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험어

1-1. 실험어의 확보 및 사육

본 실험에 사용된 유리메기(Kryptopterus vitreolus)는 사육수로 2일

간 폭기한 시수를 사용하여 30리터 수조에서 수온은 25±1℃로 유지하면

서 저면여과시스템으로 관리하였고 호르몬 처리 시에는 25±1℃ 및 28±

1℃의 두 가지 수온 조건에서 사육하였다. ‘14 hrs : 10 hrs = light :

dark’로 광주기 조건을 조절하였으며, 사육수는 3일에 한 번 30∼40%씩

환수하였고, 사료는 배합사료 4호(러브라바)를 1일에 3회 이상 공급하였

다.

1-2. 형태학적 분석

본 연구에 사용된 유리메기의 어체중(body weight, BW), 전장(total

length, TL), 비만도(condition factor, CF) 및 항문에서의 체폭(Body

width at anus) 등을 측정하였다.

2. 마취

2-1. 마취제 및 마취효과

실험 시 유리메기의 스트레스를 최소화하기 위해 적합한 마취제를 선

정하고자 하였다. 마취제는 MS-222, clove oil, 2-phenoxyethanol,

NaHCO3 및 lidocaine-HCl 등 5종을 사용하였고, 각 마취제 농도별 유리

메기의 마취시간 및 회복시간을 측정하여 그 효과를 조사하였다. 또한 마

취제 혼합사용에 따른 마취효과의 증대를 위해 다양한 농도의

lidocaine-HCl과 NaHCO3의 혼합사용에 따른 마취시간 및 회복시간을 측

정하여 단독 처리시의 효과와 비교하였다.
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마취효과는 Weber et al. (2009)의 방법에 따라 각 마취제 농도별

6-10마리의 유리메기를 사용하여 조사하였고, 마취에 사용된 유리메기는

실험 전 24시간 동안 절식한 후 25±1℃에서 그 효과를 분석하였고, 이때

각 마취제의 농도별 pH를 아울러 측정하였다.

2-2. 마취효과 판정 기준

마취 및 회복 시기는 Keene et al. (1998) 및 Minter et al. (2014)의

방법을 개선하여 Table 1의 기준에 따라 판정하였다. 마취시간은 마취액

에 침지처리한 후 평형감각, 움직임 및 자극에 대한 반응성이 상실된

stage 4 상태까지 소요되는 시간을 측정하였고, 마취시간이 5분 이상 소

요되는 경우는 마취효과가 없는 것으로 판단하였다. 회복시간은 마취된

개체를 회복수에 이동한 후 정상적인 유영이 가능한 stage 5 상태까지 소

요되는 시간을 측정하였다.

3. Direct injection을 통한 유전자 이식

3-1. 도입 유전자

본 실험에 사용된 도입 유전자는 DNA 백신 신 모델 개발의 가능성

을 연구하기 위해 CMV pDS Red2, CMV pAM CFP 그리고 새로운 형질

전환 형광관상어 개발을 위해 pod β-actin RFP, pAN β-actin RFP, pod

β-actin GFP 및 pod mlc2 CFP를 사용하였다(Fig. 2).

3-2. 처리 및 분석

유전자의 direct injection은 각 유전자별로 2∼4미씩 각 개체 당 80㎍

로 주사한 후 2주 간격으로 2회 각 유전자 주입군에 대한 형광단백질 발

현 분석을 형광현미경(AZ100, Nikon, Japan)으로 관찰하였다. CMV pDS

Red2, pod β-actin RFP와 pAN β-actin RFP 유전자 주입군은 RFP 형광

필터(Tx-Red, Nikon, Japan), pod β-actin GFP 유전자 주입군은 GFP 형
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Table 1. Stages of anesthesia and recovery from anesthesia employed

as endpoints in the present study (modified from Keene et al., 1998;

Minter et al., 2014)

stage behavior responses in fish

Anesthesia

3 Partial loss of equilibrium; swimming erratic

4 Complete loss of equilibrium, movement and reactivity

　 5 Medullary collapse; complete loss of opercular movement

Recovery

4
Reappearance of avoidance swimming motion and reaction in 

reaponse to external stimuli, but still behavioural response in stolid

　 5 Total behavioural recovery. Normal swimming



- 9 -

Fig. 2. The constructions of expression vectors used in the direct

injection. a, pod β-act RFP; b, pod β-act GFP (Nguyen, 2012) ; c, pod

mlc2 CFP; d, pAN β-act RFP; e, pDS Red2-C1 (Clontech, USA) and

f, pAm Cyan1-C1 (Clontech, USA).
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광 필터(B-2A, Nikon, Japan), CMV pAM CFP와 pod mlc2 CFP 유전자

주입군은 CFP 형광 필터(BV-2A, Nikon, Japan)를 사용하여 관찰하였다.

4. 성 성숙 호르몬 처리에 의한 생존율 조사

본 연구를 통해 확인된 유리메기 적정 마취 조건의 안전성을 확인하

기 위해 200 ppm lidocaine-HCl/ 100 ppm NaHCO3에 유리메기를 마취한

뒤, 25±1℃의 수온 조건으로 Ovaprim (Syndel Laboratories Ltd.,

Canada), S-GnRHa (salmon Gonadotropin-Releasing Hormone;

Sansheng Pharmaceutical Co. Ltd., China), LHRH-α (luteinizing

hormone releasing hormone; Sansheng Pharmaceutical Co. Ltd., China),

hCG (human chorionic gonadotropin; DAESUNG microbiological labs.

Co. Ltd., Korea) 및 잉어뇌하수체(carp pituitary; Argent, USA)를 주사하

고 96시간동안의 생존율을 확인하였다. 이 때 각 호르몬별 유리메기를 6

∼12마리씩 주사하였고, 각 개체 당 복강주사가 가능한 최대 용량인 40㎕

의 호르몬 및 생리식염수(대조군)를 주사하였으며, 각 호르몬의 농도는

Table 2와 같다.

5. 생식소의 조직학적 분석

조직학적 방법으로 생식소를 분석하기 위하여 머리와 항문 이후의 꼬

리 부분을 제거한 복강 부분을 Bouin‘s 용액에 고정한 후 통상의 조직학

적 분석방법에 따라 탈수 및 파라핀을 이용한 포매 과정을 수행하였다.

준비된 표본은 6 ㎛의 두께로 연속 절편하여 hematoxylin과 eosin으로 염

색을 한 후, 광학현미경(Eclipse E400; Nikon Co., Japan) 하에서 검경하

였고, 광학현미경에 부착된 디지털 카메라(eXcope K6; DIXI Science,

Korea)로 촬영하였다.
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Table 2. The effect of five hormones treatments on survival rate (%)

of glass catfish (Kryptopterus vitreolus)

Experimental 

group

Dose of injection

(40 µl-1)

No. of fish

treated

Survival rate (%)

at 96h after 

injection 

Control* - 6 100

Ovaprim      20 ul 6 0

S-GnRHa      4 mg 6 0

LHRH-a      4 µg 6 100

hCG      4 IU 6 100

Carp pituitary      4 mg 12 91.7

*Control group was injected with physiological saline water.
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6. 성숙 유도

6-1. 호르몬 종류에 따른 성숙 유도

상기 성 성숙 호르몬 처리에 의한 생존율 조사 실험에서 사용된 5가

지 호르몬 중 hCG, LHRH-α 및 CP 등을 사용해 호르몬 종류에 따른 성

성숙 유도를 비교하고자 28±1℃의 사육 조건에서 각 호르몬의 농도별로

주사를 수행하였다. hCG의 농도에 따른 유리메기의 성숙 유도를 확인하

기 위하여 1, 2 및 4Iu/g의 농도로 각 6미씩 3일간 복강주사를 하였고 마

지막 주사 24시간 후에 모두 분석하였다. 다음으로 LHRH-α 실험군은 1,

2 및 4㎍/g, CP 실험군은 1, 2 및 4mg/g의 농도로 동일하게 주사하여 조

직학적 분석을 수행하였다.

6-2. 급격한 수온저하에 따른 잉어뇌하수체호르몬의 성 성숙 유도

급격한 수온 저하가 성 성숙에 미치는 영향을 조사하기 위하여 수온을

28±1℃에서 25±1℃로 3℃ 낮추고 CP를 최고농도인 4mg/g의 농도로 1∼3

회를 주사한 후, 각 회 차별로 6미의 생식소 조직을 분석하여 수온변화와

주사 횟수에 따른 성 성숙 유도 효과를 검토하고자 하였다.

6-3. 호르몬 복합 처리를 통한 성 성숙 유도

호르몬 복합처리를 통한 유리메기의 성 성숙 효과를 확인하기 위해

28±1℃의 사육조건으로 세 가지 실험군을 설정하였다. 즉 1번 실험군은

CP 2mg/g와 hCG 5Iu/g를 혼합하여 2회 주사하고 hCG 10Iu/g를 1회 주

사한 후 24시간 뒤에 분석하였다. 2번 실험군은 CP 4mg/g를 2회 주사 후

동일하게 hCG 10Iu/g 주사 후 분석하였고, 3번 실험군은 CP 4mg/g와

hCG 혼합액 및 hCG 10Iu/g를 순서대로 1회씩 주사하고 24시간 후 생식

소의 조직학적 분석을 실시하였다.
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7. 통계 처리

실험결과의 통계적 유의성 검정을 위해서 SAS 프로그램(version

5.1.2600)에 의한 ANOVA test를 이용하여 분산 분석한 후 Duncan의 다

중위 검정을 실시하였다. 데이터 값은 유의수준 5% 이내(P< 0.05)로 각

평균값에 대한 유의적 차이를 조사하였다.



- 14 -

Ⅲ. 결 과

1. 실험어

1-1. 실험어의 형태학적 분석

유리메기의 외형은 Fig. 1과 같이 머리와 복강을 제외한 모든 부분이

투명하고 머리 앞쪽과 눈 주변에 까만 점들이 분포되어 있으며, 한 쌍의

긴 상악 수염(Maxillary barbel)을 가지고 있었다. 등지느러미는 아주 짧

고 골화된 정도가 덜 하였고, 가슴지느러미가 뒷지느러미의 기저부로 함

입된 모양으로 말단 부분은 둥글고 넓게 돌출되었다. 배지느러미가 볼록

하게 형성되어 있고 꼬리지느러미가 뒷지느러미와 분리된 형태를 보였다.

꼬리자루는 가늘고 꼬리지느러미는 두 갈래로 나뉜 형태를 보였으며 꼬리

지느러미 기저부의 중앙부분까지 측선이 완전히 연결되어 있었다. 배지느

러미 바로 끝에 비뇨 생식돌기가 존재하는 것으로 보이나, 외관상으로 암

수 구분은 되지 않았다.

본 연구에 사용된 유리메기의 체중, 전장, 비만도(체중*1000/(전장)3) 및

항문에서의 체폭은 각각 0.98±0.08 g, 54.43±2.64 mm, 0.006±0.001 mm 및

2.81±0.14 mm 이었다(Table 3).

2. 마취

2-1. 마취제 및 마취효과

유리메기의 5가지 마취제(MS-222, clove oil, 2-phenoxyethanol,

NaHCO3및 lidocaine-HCl)의 농도별 마취 및 회복 결과는 Table 4와 같

다.

MS-222 40∼80 ppm에서 유리메기의 마취 시간은 240.5±77.9초(40

ppm), 142.0±35.9초(50 ppm), 82.8±17.6초(60 ppm), 59.1±26.9초(70 ppm)
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Table 3. Means of body weight (BW), total length (TL), condition

factor (CF) and body width at anus (BWA) in glass catfish

(Kryptopterus vitreolus)

　 BW (g) TL (mm) CF BWA (mm)

1 1.04 57.96 0.005 3.00

2 1 52.52 0.007 2.72

3 0.99 52.39 0.007 2.71

4 1.11 57.48 0.006 2.97

5 0.87 53.91 0.006 2.79

6 0.93 57.1 0.005 2.95

7 1.01 51.82 0.007 2.68

8 0.91 52.22 0.006 2.70

Mean±S.D 0.98±0.08 54.43±2.64 0.006±0.001 2.81±0.14
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Table 4. Induction and recovery times in glass catfish (Kryptopterus

vitreolus) anaesthetized with various concentrations of five anesthetic

agents

Dose (ppm) pH value*
Induction time 

(sec)　

Recovery time   

(sec)

MS-222

40 7.14±0.01 240.5±77.9a 67.5±37.5a

50 7.00±0.01 157.4±52.4b 66.4±18.5a

60 6.95±0.04 82.8±17.6c 80.2±34.7a

70 6.82±0.01 59.1±26.9c 69.7±20.9a

80 6.76±0.01 55.5±16.8c 62.6±25.3a

Clove oil　

20 7.79±0.01 125.2±69.9a 76.2±32.7b

30 7.78±0.01 97.0±18.9ab 74.2±27.6b

40 7.75±0.01   70.5±8.2b 83.4±17.7b

50 7.74±0.00 67.3±17.5b 155.5±50.3a

2-phenoxyethanol　

200 7.70±0.01 132.6±44.2a 44.6±14.8b

225 7.70±0.02 109.0±40.4a 52.3±30.7b

250 7.68±0.01 64.3±24.0b 62.8±15.6ab

275 7.58±0.01   58.6±9.6b 93.7±46.7a

NaHCO3

200 8.18±0.01 - -

400 8.27±0.01 - -

600 8.31±0.01 - -

800 8.35±0.03 - -

1,000 8.37±0.01 - -

Lidocaine-HCl

100 7.40±0.01 202.0±63.3a 117.4±37.7ab

200 7.21±0.01 187.7±65.6a 100.8±33.5b

300 6.96±0.02 127.3±13.3a 107.5±4.8ab

400 6.87±0.0 146.0±50.8a 152.3±44.6a

* The pH value of tap water used in the laboratory was 7.90±0.04.
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및 55.5±16.8초(80 ppm)로 관찰되어 MS-222 농도가 증가될수록 마취시간

이 유의적으로 단축되는 것으로 관찰되었다. 그러나 회복시간은 62.6∼

80.2초로 농도 증가에 따른 유의적인 차이가 없는 것으로 관찰되었다(P<

0.05).

Clove oil의 경우, 10 ppm에서는 5분 이상 노출되어도 평형감각 및 움

직임이 정상적으로 유지되어 마취효과 없는 것으로 관찰되었다. Clove oil

20∼50 ppm에서 마취시간은 125.2±69.9초(20 ppm), 97.0±18.9초(30 ppm),

70.5±8.2초(40 ppm) 및 67.3±17.5초(50 ppm)로 관찰되어 Clove oil 농도가

증가할수록 평균 마취시간은 증가하였으나, 유의적인 차이는 없는 것으로

확인되었다(P<0.05). 또한 회복시간은 20∼40 ppm의 경우, 74.2∼83.4초로

확인되어 농도 증가에 따른 유의적 차이는 확인되지 않았으나, clover oil

의 최고 실험농도인 50 ppm에서는 155.5±50.3초로 여타 농도에 비해 회

복시간이 급격히 증가하는 것으로 관찰되었다.

2-phenoxyethanol 는 200∼275 ppm에서 마취시간은 평균 132.6 ∼58.6

초로 200 ppm에서 132.6±44.2초, 225 ppm에서 109±40.4초, 250 ppm에서

64.3±24.0초 그리고 275 ppm에서 58.6±9.6초로 확인되어 농도가 증가할수

록 마취시간이 유의적으로 단축되었다(P< 0.05). 그러나 회복시간은 44.6

∼93.7초로 농도가 증가할수록 평균 회복시간은 증가하였으나 유의적인

차이는 없는 것으로 확인되었다(P<0.05).

NaHCO3은 200∼1,000 ppm에 대한 마취효과를 관찰하였으나, 모든 실

험 농도에 5분 이상 노출되어도 정상적인 평형감각, 움직임 및 반응성을

유지하는 것으로 관찰되어 NaHCO3은 유리메기에 마취효과가 없는 것으

로 확인되었다.

Lidocaine-HCl 100∼400 ppm에서 마취시간 및 회복시간을 관찰한 결

과 50 ppm에서 260.5±8.8초 및 79.7±23.9초, 100 ppm에서는 202.0±63.3초
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및 117.4±37.7초, 200 ppm 에서는 187.7±65.6초 및 100.8±33.5초 그리고

400 ppm에서는 146.0±50.8초 및 152.3±44.6초로 확인되어, 농도 증가에 따

른 마취 및 회복 시간의 유의적 차이는 없는 것으로 확인되었다(P<0.05).

각 마취제의 pH를 측정한 결과 NaHCO3을 제외한 4가지 마취제는 pH

7.14∼6.76 (MS-222), pH 7.79∼7.74 (clove oil), pH 7.70∼7.58

(2-phenoxyethanol) 및 pH 7.40∼6.87 (lidocaine-HCl) 로 측정되어 기존

사육수(pH 7.90±0.04 )의 pH보다 낮아졌고, 마취제의 농도가 높아질수록

pH가 낮아지는 것으로 확인되었다. 반면에 NaHCO3은 pH 8.18∼8.37로

측정되어 사육수보다 pH가 높은 것으로 확인되었고 그 농도가 높아질수

록 pH가 높아져 염기성을 띄는 것으로 확인되었다.

2-2. 혼합사용에 따른 마취효과

마취수의 중화 및 마취효과 증대를 위해 lidocaine-HCl과 NaHCO3의

혼합사용에 따른 마취시간 및 회복시간을 관찰한 결과는 Table 5와 같다.

lidocaine-HCl 100 ppm에서는 마취시간이 202.0±63.3초였으나, 동일 농도

의 lidocaine-HCl에 NaHCO3을 100 ppm, 300 ppm 및 500 ppm 혼합 사

용하는 경우 마취시간이 157.5초, 78.5초 및 53.4초로 단축되었고,

lidocaine-HCl 200 ppm는 마취시간이 187.7±65.6초였으나, NaHCO3을 50

ppm, 100 ppm 및 200 ppm 혼합 사용하는 경우, 마취시간이 평균 86.6∼

66.0초로 관찰되어 NaHCO3 혼합사용 전과 후의 마취시간이 유의적으로

단축되는 것으로 확인되었다(P<0.05). 그러나 회복시간은 lidocaine-HCl과

NaHCO3 혼합사용 전과 후의 유의적인 차이가 없는 것으로 확인되었다

(P<0.05).

lidocaine-HCl 100 ppm에 NaHCO3을 100 ppm, 300 ppm 및 500 ppm

혼합 사용하는 경우 pH는 pH 7.97±0.04, pH 8.23±0.03 및 pH 8.35±0.01로

확인되었고, lidocaine-HCl/NaHCO3 3200/50ppm은 pH 7.56±0.03, 200/100
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ppm은 pH 7.80±0.01 및 200/200 ppm은 pH 8.00±0.01로 확인되었다.

lidocaine-HCl에 NaHCO3의 혼합 농도가 높아질수록 pH는 증가되어

lidocaine-HCl/NaHCO3 200/100ppm과 lidocaine-HCl/NaHCO3

200/100ppm이 유리메기의 사육수와 가장 유사한 pH를 보이는 것으로 확

인되었다(Table 5).

3. Direct injection을 통한 유전자 이식

유리메기의 등 근육에 개체 당 80mg의 유전자를 주사하고 10일 경과

후 그 발현양상을 형광현미경으로 관찰한 바, 본 연구에 사용된 CMV 및

바다송사리 β-actin 프로모터 모두에서 형광유전자가 발현됨이 관찰되었

고, 발현강도는 사용된 세 개의 유전자 중 GFP유전자를 제외하면 두 유

전자 간 차이는 색과는 무관하였다(Fig. 3).

이후 어종에 따른 프로모터의 발현양상을 비교하기 위해 RFP유전자를

바다송사리와 화이트니그로의 b-actin 프로모터에 결합시킨 재조합유전자

를 주사하여 4주간 발현양상을 비교한 결과, 프로모터 간 발현 강도에

있어 큰 차이가 없었으나 바다송사리의 β-actin 프로모터의 발현강도가

더 강한 것으로 관찰되었다(Fig. 4).

이에 바다송사리의 β-actin 프로모터와 mlc2 프로모터에 GFP유전자와

CFP유전자를 각각 연결, 제작하여 동일한 방법으로 주사 후 4주간 발현

양상을 관찰한 결과, mlc2 프로모터는 B-actin 프로모터보다 강력하게 발

현됨을 확인하였다(Fig. 5).

4. 성 성숙 호르몬 처리에 의한 생존율 조사

산란유도 호르몬처리에 앞서 유리메기 복강에 호르몬 주입이 가능한

최대 용량을 확인하고자 생리식염수를 20∼80㎕를 주입한 결과 최대 40㎕
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Table 5. Induction and recovery times in glass catfish (Kryptopterus

vitreolus) anaesthetized with lidocaine-HCl/NaHCO3 at various

concentrations

Dose

(mg/L)
pH value* Induction time (sec) Recovery time (sec)

100/0 7.40±0.01 202.0±63.3a 117.4±37.7a

100/100 7.97±0.04 157.5±53.4a 77.4±13.5b

100/300 8.23±0.03 78.5±10.2b 77.0±13.1b

100/500 8.35±0.01   53.4±5.8b 101.0±32.4ab

200/0 7.21±0.01 187.7±65.6a 100.8±33.5a

200/50 7.56±0.03 86.6±13.7b 93.4±24.8a

200/100 7.80±0.01 81.2±17.2b 98.3±19.7a

200/200 8.00±0.01 66.0±25.4b 97.0±22.9a

* The pH value of tap water used in the laboratory was 7.90±0.04.
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Fig. 3. Detection of fluorescences expression in glass catfish

Kryptopterus vitreolus injected with various types of genes. a, CMV

pDS Red2; b, CMV pAm CFP; c, pod β-actin RFP and d, pod β

-actin GFP.
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Fig. 4. Detection of fluorescences expression 2weeks and 4weeks after

injection with β-actin promoter from 2 different fish species. ab, RFP

gene for O. dancena; cd, RFP gene for A. nigrofasciata.
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Fig. 5. Detection of fluorescences expression 2weeks and 4weeks after

injection with 2 types of promoter from O. dancena. ab, pod β-actin

GFP; cd, pod mlc2 CFP.
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까지 유리메기 복강에 주사가 가능한 것으로 확인되었다(data not

shown). 이에 5가지 산란유도호르몬 40㎕를 마취된 유리메기에 복강 주

사하여 96시간동안의 생존율을 분석한 결과, ovaprim과 S-GnRHa 주입군

은 주사 후 2시간 이내에 모두 폐사였으나, 잉어뇌하수체 주입군에서 주

사직후 폐사한 1미를 제외하고는 모두 생존하였다(Table 2).

5. 생식소 조직학적 분석

5-1. 대조군의 전장별 생식소 조직

유리메기 대조군의 전장별 생식소를 대상으로 조직학적 분석을 수행

한 결과, 암컷의 경우 전장이 커질수록 난소조직의 크기가 증가하고 난자

의 수도 많아지지만, 난자의 성숙단계는 염색인기와 주변인기로 제 1성장

기 상태에 머물러 있어 성숙이 더딘 것으로 나타났다. 반면 수컷의 경우

전장이 5.5cm이상이면 성숙이 진행되면서 정소 내 공간이 생기고 6.0cm

이상의 경우 정소조직 내 정자가 가득 찬 것이 확인되어 전장에 따른 성

성숙이 암컷의 성숙보다 빠른 것으로 확인되었다(Fig. 6).

6. 성숙 유도

6-1. 호르몬 종류에 따른 성숙 유도

6-1-1. hCG (human Chorionic Gonadotropin)

성 성숙 호르몬인 hCG의 효과를 검토하기 위하여 hCG를 개체 당 1,2

및 4Iu/g농도로 주사한 후 생식소를 조직학적 방법으로 분석한 결과, 난

소조직은 hCG 2Iu/g 이하의 농도는 대조군과 거의 차이가 없는 주변인기

로 관찰되어, 성 성숙에 영향을 미치지 못하는 것으로 판명되었다. 그러나

최고 농도인 4Iu/g 농도에서는 세포질 내에 난황물질의 축적이 시작되는

제 2성장기로 접어들어 주변인기에서 난황포기로 이행 중인 난자가 존재
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Fig. 6. HE-stained cross sections of gonad from the glass catfish. a,

Ovary from a 46.46mm TL individual (Scale bar, 50㎛); b, Testis from

a 46.47mm TL individual (Scale bar, 20㎛); c, Ovary from a 54.09mm

TL individual (Scale bar, 50㎛); d, Testis from a 54.13mm TL

individual (Scale bar, 10㎛); e, Ovary from a 57.13mm TL individual

(Scale bar, 50㎛); f, Testis from a 57.20mm TL individual (Scale bar,

20㎛); g, Ovary from a 61.14mm TL individual (Scale bar, 50㎛); h,

Testis from a 62.36mm TL individual (Scale bar, 10㎛).
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하는 것이 확인되었다. 수컷의 경우 대조군과 비교하여 정소조직의 크기

차이는 비슷하나 정자의 방정이 이루어진 것으로 나타났다. 본 연구에서

사용한 hCG의 농도는 수컷에는 효과적이나 암컷에 그리 크지 않은 것으

로 확인되었다(Fig. 7).

6-1-2. LHRH-α (Luteinizing hormone releasing hormone)

LHRH-α 의 성 성숙 유도효과를 검토하기 위하여, LHRH-α 을 개체

당 1,2 및 4㎍/g 농도로 주사한 후, 상기 6-1-1과 같은 방법으로 분석한

결과, 암수 모두 대조군과의 성숙 차이가 나타나지 않아 본 연구에서 사

용된 농도는 유리메기의 성 성숙에 효과가 없는 것으로 나타났다(Fig. 8).

6-1-3. CP (Carp pituitary)

잉어뇌하수체호르몬을 개체 당 1, 2 및 4mg/g의 농도로 24시간 간격

으로 3회 주사 후, 24시간 후에 생식소를 분석한 결과, CP 1mg/g 농도에

서는 난소의 성숙이 대조군과 큰 차이가 없는 것으로 보인 반면, 농도가

증가할수록 난소의 크기가 증가하고, 최고 농도인 4mg/g 농도에서는 난

황포기의 난소가 다수 관찰되어 농도가 높을수록 성숙이 잘 유도되는 것

으로 나타났다. 그러나 수컷의 경우, 농도와 처리횟수에 상관없이 모든 실

험군에서 정자의 방출이 확인되어 잉어뇌하수체 호르몬의 농도에 따른 성

숙의 정도가 그리 크지 않은 것으로 관찰되어 유리메기 수컷의 경우 29도

의 온도조건에서 개체 당 1mg/g의 농도만으로 완전한 성 성숙을 유도할

수 있음이 확인되었다(Fig. 9).

6-2. 급격한 수온저하에 따른 잉어뇌하수체호르몬의 성 성숙 유도

사육수온을 급격히 낮추었을 경우 잉어뇌하수체 호르몬에 의한 성

성숙 효과를 검토하기 위하여, 28±1℃도에서 사육하던 어류를 25±1℃도로

낮추어 CP를 개체 당 4mg/g 농도로 24시간 간격으로 3회 주사 후 생식

소를 분석한 결과, 난소 내 난자의 성숙은 2회까지는 대조군과 큰 차이가
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Fig. 7. HE-stained transverse sections of gonad from the glass catfish

injected hCG at 3 different doses with 24hour intervals at 28±1℃. ab,

Gonads from the glass catfish injected 1Iu/g of hCG; cd, Gonads from

the glass catfish injected 2Iu/g of hCG; ef, Gonads from the glass

catfish injected 4Iu/g of hCG; All scale bars indicate 50㎛.
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Fig. 8. HE-stained transverse sections of gonad from the glass

catfish injected LHRH-analog at 3 different doses with 24hour

intervals at 28±1℃. ab, Gonads from the glass catfish injected 1㎍/g

of LHRH-α (Scale bar, 50㎛ and 20㎛); cd, Gonads from the glass

catfish injected 2㎍/g of LHRH-α (Scale bar, 50㎛ and 20㎛); ef,

Gonads from the glass catfish injected 4㎍/g of LHRH-α (Scale bar,

50㎛ and 20㎛).
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Fig. 9. HE-stained transverse sections of gonad from the glass

catfish injected Carp pituitary at 3 different doses with 24hour

intervals at 28±1℃. ab, Gonads from the glass catfish injected 1㎎/g

of CP; cd, Gonads from the glass catfish injected 2㎎/g of CP; ef,

Gonads from the glass catfish injected 4㎎/g of CP. All scale bars

indicate 50㎛.
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없었으나 3회 처리한 결과, 성 성숙이 유도되어 50% 정도의 난황포기에

도달한 난들이 다수 관찰되었고 난소의 크기도 증가한 것이 관찰되었다.

반면 수컷의 경우 정자의 방정이 확인되어 수컷은 4mg/g 농도로

24시간 간격으로 3회 주사하면 성 성숙 및 방정이 이루어져 급격한 온도

의 변화에 영향을 받지 않는 것으로 나타났고, 처리 횟수를 증가하여도

각 회 차별 성숙도에 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 10).

6-3. 호르몬 복합 처리를 통한 성 성숙 유도

CP와 hCG를 복합 처리한 1번 실험군의 경우, 암수 모두 대조군의

생식소 조직과 차이를 보이지 않아 CP와 hCG를 단독 처리한 경우보다

효과가 없는 것으로 나타났다. 반면 2번 실험군의 경우에는 난소조직에서

yolk vesicle stage의 난자가 다수 관찰되고 난소의 크기도 증가되며 정소

조직에서도 소량의 성숙한 정자가 방출되는 것으로 확인되어 성 성숙 유

도 효과가 있는 것으로 나타났으나 상기 처리군과 마찬가지로 CP 호르몬

4mg/g 단독 처리군보다 성 성숙 효과가 미미한 것으로 나타났다. 그러나

3번 실험군에서는 난소조직이 더 커지고 난자의 yolk 크기가 더 커진 것

이 관찰되어 가장 성숙이 많이 된 것으로 나타났고 정소조직에서도 정자

의 방정으로 저정낭이 비어있는 것이 관찰되어 세 개의 실험군 중 가장

효과적인 것으로 나타났으나 CP 호르몬 4mg/g 3회 단독 처리군보다 효

과가 적은 것으로 판명되었다(Fig. 11).
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Fig. 10. HE-stained transverse sections of gonad from the glass

catfish injected Carp pituitary at 3 different doses with 24hour

intervals at 25±1℃. ab, Gonads from the glass catfish injected 1㎎/g

of CP; cd, Gonads from the glass catfish injected 2㎎/g of CP and ef,

Gonads from the glass catfish injected 4㎎/g of CP. All scale bars

indicate 50㎛.
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Fig. 11. HE-stained transverse sections of gonad from the glass

catfish injected with CP and hCG with 24hour intervals at 28±1℃. a,

Ovary from experimental group 1; b, Testis from experimental group

1; c, Ovary from experimental group 2; d, Testis from experimental

group 2; e, Ovary from experimental group 3 and f, Testis from

experimental group 3. All scale bars indicate 50㎛.
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IV. 고 찰

어류의 실험실 및 현장 연구에서 마취제의 사용은 인공산란, 어체

측정, 해부 및 운반에 있어 어체에 스트레스를 최소화하는 방편으로 매우

중요하다(Mylonas et al., 2005). 이에 어체의 해를 최소화하며 최적의 효

과를 얻기 위해 다양한 마취제가 개발되어있다(NRC, 1994). 그러나 동일

마취제에서도 종에 따라 마취제에 대한 마취 효과 및 반응이 광범위하게

나타날 수 있어 다양한 마취제에서 농도 변화에 따른 실험대상종의 반응

을 관찰하는 것은 중요하다(King et al., 2005). 특히 유리메기는 Table 3

에서 보듯이 여타 어류에 비해 비만도가 낮고 체폭이 좁아 상해를 주지

않고 실험실에서 작업하기에 매우 어려운 어종이다. 따라서 이미

Saffan®, FA100및 MS-222 (Tricaine methanesulfonate) 등의 마취제들

이 사용된 바 있으나 이들은 각 마취제의 효과만 보고되어 있을 뿐 다양

한 마취제의 마취 시간 및 회복 시간을 분석하여 최적 마취제를 선정한

결과는 없다(Peters et al., 2001; Dijkstra et al., 2001; Kolomytkin et al.,

2007), 이에 본 연구에서는 유리메기에 가장 적합한 마취제 및 최적 농도

를 확인하고자 5가지 마취제의 다양한 농도별 마취 효과 및 회복시간을

관찰하였다.

MS-222 는 FDA에서 수산용 마취제로 공인되어(Schnick and Meyer,

1978) 어류의 마취에 이용되어 온 의약품으로써 다양한 어종에 대한 마취

효과 및 적정 농도는 물론 유전독성 및 생리활성에 미치는 여러 영향이

보고되어 있다(Topic Popovic et al., 2012). 본 연구에서 MS-222 40

ppm 는 실험어의 건강상태에 따라 마취시간의 차이가 많았으며 최대 5분

의 마취시간이 측정되는 개체가 관찰되어 해당 농도에서는 마취효과가 거

의 없는 것이 확인되었다. 반면, 약 1 분에 마취되는 농도는 60∼80 ppm
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로써(Table 4), 농도 변화에 따른 회복시간의 변화가 없어 해당농도가 유

리메기의 적정MS-222 마취 농도로 확인되어 Kolomytkin et al. (2007)의

결과와 동일하였다.

Clove oil 은 clove 나무(Eugenia aromatica)의 꽃과 잎의 증류를 통해

얻어지는 갈색의 액체로서 eugenol [2-methoxy-4-(2-propenyl) phenol]

성분이 마취 및 진정작용에 관여하는 활성물질로 알려져 치과 치료에 있

어 마취제와 진통제로 오래 전부터 사용되어 왔다(Keene et al., 1998;

Ross and Ross, 1999). 유리메기는 clove oil 에서 여타 4 종의 마취제에

비해 매우 낮은 농도인 20 ppm부터 마취효과가 있는 것으로 관찰되었다.

본 종이 약 1 분에 마취되는 clove oil 농도는 40∼50 ppm 으로 확인되었

으나, 50 ppm 에서 회복시간이 2배 이상 증가함에 따라 유리메기의 적정

마취농도는 40 ppm으로 확인되었다(Table 4). 각시붕어(Rhodeus uyekii)

및 칼납자루(Acheilognathus koreensis), 기수어종인 Oryzias dancena, 담

수어종인 무지개송어(Oncorhynchus mykiss), African catfish(Clarias

gariepinus) 및 angelfish 가 1∼2 분 안에 마취되는 clove oil 농도는 80∼

160 ppm 으로 보고되어 있어 본 종보다는 높은 농도에서 마취 효과가 있

는 것으로 확인된다(Keene et al., 1998; Kang et al., 2005; Ogretmen

and Gokcek, 2013; Mitjana et al., 2014; Park et al., 2017). 그러나 이들

종 모두 여타 마취제에 비해 낮은 농도에서 마취되는 것으로 보고되어

clove oil 이 본 종을 포함한 다양한 어종에 마취효과가 높은 것으로 보여

진다.

2-phenoxyethanol 은 어류에 작용하는 마취 기작은 아직 잘 알려져 있

지 않으나, 마취 및 회복시간이 짧고 박테리아와 진균류를 박멸하는 효과

도 있어 이미 다양한 어종에 효과적으로 이용되고 있다(Ortuno et al.,

2002; Tsantilas et al., 2006). 본 연구에서 유리메기가 약 1분에 마취되는
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농도는 250∼275 ppm 으로 관찰되어 MS-222 및 clove oil 에 비해서 비교

적 높은 농도에서 마취효과가 있는 것으로 확인되었다(Table. 4). 본 결과

는 기존 보고된 African catfish, sea bass (Dicentrarchus labrax L.),

Senegalese sole 및 angelfish 의 600∼1,200 ppm 의 농도보다 매우 낮아

여타 어종에 비해 유리메기가 2-phenoxyethanol 에 민감한 것으로 나타났

다(Marsic-Lucic et al., 2005; Weber et al., 2009; Ogretmen and Gokcek,

2013; Mitjana et al., 2014).

NaHCO3 은 인체에 무해한 백색의 가루로 물에 녹아 CO2 를 방출하는

물질로써 Fish (1943)에 의해 어류의 마취에 최초로 사용된 이래 그 안전

성을 인정받아왔고(Marking and Fred, 1985), 인간과 어류 모두에 안정적

이기 때문에 식용으로 사용하기 위한 휴약 기간이 필요 없다는 장점을 가

지고 있다(Altun et al., 2009). 나일틸라피아(Oreochromis niloticus), 잉어

및 African catfish 등에서 NaHCO3 을 이용한 마취효과를 보고한 바 있으

나, 2 분 이내의 마취효과가 나타나기 위해서는 30,000 ppm 이상의 농도에

침지처리를 해야 하거나, 2,000 ppm에서 5 분간 마취하여도 stage 3 단계

의 마취효과가 나타나는 등 여타 마취제에 비해 마취효과가 낮은 것으로

보고되고 있다(Altun et al., 2009; Opiyo et al., 2013; Githukia et al.,

2016). 본 종에서도 NaHCO3 최대 1,000 ppm에 5 분 이상 노출하여도 마

취효과가 나타나지 않는 것으로 관찰되어(Table 4), NaHCO3 은 유리메기

의 마취제제로 부적합한 것으로 판단되었다.

인체용 마취제로 사용되고 있는 lidocaine-HCl 을 유리메기에 처리 시

100∼400 ppm 에서 127.3∼202 초의 마취시간을 보였고 100∼117.4 초의

회복시간을 보이는 것으로 확인되었으나, 마취농도가 증가함에 따라 마취

시간의 단축 및 회복시간의 증가와 같은 마취 증대효과가 크게 나타나지

않는 것으로 확인되었다(Table 4). 본 제제는 이미 1946 년 최초로 발견된
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이래 유사 마취제인 tetracaine 이나 benzocaine 과 마찬가지로 혈압을 낮

추고 불규칙한 심장박동을 유발하는 부작용이 보고되고 있으나 알레르기

의 부작용과 독성이 비교적 적고, 지속시간이 길어 임산부에게도 사용될

만큼 안전한 마취제로 인정받고 있어 인체용 국소마취제로 널리 쓰이며

(Scriabine, 1999), 어류에는 1980 년대부터 사용되고 있다(Carrasco et al.,

1984).

Ackerman et al. (2005)은 어류의 마취에 있어 lidocaine-HCl 를 단독으

로 사용하는 것보다 NaHCO3 과 혼합하여 사용할 경우 마취효과가 증대

된다고 보고한 바 있으며, lidocaine-HCl 이 어류에 미칠 영향을 최소화

하고 마취효과의 증대를 위해 이미 잉어, tilapia, 연어, 차넬메기, 쥐노래

미(Hexagrammos otakii) 및 각시붕어 등 다수의 어종에서 lidocaine-HCl

과 NaHCO3 을 혼합하여 사용된 바 있다(Kim et al.,1988; Park et al.,

2003; Kang et al., 2005). 이에 본 연구에서도 lidocaine-HCl 의 마취효과

를 증대시키기 위해 lidocaine-HCl 과 NaHCO3 을 혼합사용하여 그 마취

효과를 확인한 결과, lidocaine-HCl 100 ppm 에서 마취시간이 202±63.3 초

였으나 NaHCO3 을 첨가한 경우 마취시간이 157 초∼53.4 초로 확인되었고,

lidocaine-HCl 200 ppm 에서는 마취시간이 187±65.6 초였으나 NaHCO3 을

혼합 사용할 경우 86.6∼66.0 초에 마취되는 것으로 나타나, 기존 보고된

타 어종에서와 마찬가지로 본 종에서도 동일 농도의 lidocaine-HCl 에

NaHCO3 을 혼합사용 할 경우 마취시간이 약 50% 단축되는 것으로 관찰

되었고, 이때 회복시간의 증가 없이 마취시간만 단축됨으로써 안정적으로

마취효과가 증대되는 것으로 확인되었다.

Marking and Fred (1985)는 마취시간이 길어질수록 회복시간이 연장되

고 어체가 저산소증에 노출될 수 있는 가능성이 높아지므로, 어류 마취제

는 3 분 이내의 마취시간과 10분 이내의 회복시간을 나타내는 것이 적절
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하다고 보고한 바 있다. 이러한 조건에 따르면 유리메기의 마취제로써

NaHCO3 을 제외한 마취제 모두가 적절한 것으로 나타났다. 그러나

MS-222 는 미국의 식약청(FDA)에 식용어의 사용이 인정된 유일한 마취

제이지만 식용까지 최소 21 일간의 휴약 기간이 규정되어 있고

(Summerfelt and Smith, 1990; Park et al., 2003), 2-phenoxyethanol 은

어류의 스트레스 작용을 막지 못하여 cortisol 및 glucose 등의 수치를 증

가시키며 면역저하를 일으킬 수 있다고 보고되고 있으며 식용어의 마취제

로 아직 승인되지 않았기 때문에(Ackerman et al., 2005; Zahl et al.,

2012), 식용으로 사용 가능한 유리메기의 마취제로써 두 제제는 부적합한

것으로 판단된다. 반면 Clove oil 과 lidocaine-HCl 은 인체에 사용 가능한

마취제로 잘 알려져 있으나, 이 중 lidocaine-HCl 은 임산부에게도 사용

가능한 안전성이 높은 마취제로 알려져 있어 상기 5 종의 단일 마취제제

중 가장 안전성이 높은 것으로 판단되었다. 특히, lidocaine-HCl 과

NaHCO3 혼합 마취제는 lidocaine-HCl 의 단독 사용 시보다 저농도에서

동일한 마취 및 회복효과가 관찰됨으로써 두 제제의 혼합사용 마취제가

최적의 마취제로 판명되었고, 다양한 농도로 침지처리 한 결과 이들의 최

적 농도는 lidocaine-HCl 200 ppm 과 NaHCO3 100ppm 혼합액으로 확인되

었고, 이때 본 제제의 pH 는 사육수의 pH 와 유사하였다(Table 5).

형질전환 형광 관상 어류의 산업성은 그 형태와 아울러 발현율을 최대

화함으로서 그 가치를 최대화할 수 있어 부경대학교 분자유전육종연구실

에서는 이미 바다송사리에 다양한 형광유전자를 이식하여 그 산업성을 관

찰한 바 있다(Cho et al., 2011). 그러나 본 연구실에서 해양수산용 LMO

의 바이오안전성관리를 위해 개발된 형광 바다송사리는 근육이 투명하여

발현되는 형광이 잘 표현되는 장점은 있으나(Cho et al., 2011; Cho et al.,

2013), 그 형태가 소비자의 취향을 만족시키기에는 어려움을 지니고 있고
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개체가 성장하며 체폭이 증가되어 그 투명도가 점차 감소되는 단점을 지

니고 있다. 그러나 유리메기는 몸을 투명하게 유지하기 위해 지방을 체표

면에 분비함으로서 성체로 성장하더라도 그 투명도가 사망 직전까지 유지

되는 장점을 지니고 있다(Ng and Kottelat, 2013). 이에 본 연구에서는 본

종을 수산동물의약품의 안전관리를 위한 DNA vaccine 모델 개발과 형질

전환 관상어로 개발하기 위한 기초 연구를 위해 다양한 유전자를 근육 주

사하여 그 발현양상을 조사한 바, 사용된 4 종의 프로모터와 3 종의 구조

유전자 모두에서 높은 발현 강도를 보여, DNA 백신 개발에 있어 유용한

모델이 될 수 있음은 물론, 앞으로 수정란의 유전자 이식에 의한 다양한

색깔의 형질전환 관상어 개발에 유리할 것으로 보인다. 그러나 사용된 프

로모터 중 CMV 보다는 어류 유래의 프로모터가 더욱 강력한 발현을 보

였고 어류유래의 b-actin 프로모터 중 바다송사리 유래의 프로모터가 화

이트 니그로유래의 프로모터보다 조금 더 강력한 발현이 관찰되었으며,

바다송사리 유래의 프로모터 중에는 b-actin 보다 mlc2 프로모터가 더욱

강력한 것으로 나타났다. 또한 구조유전자로 사용된 3종의 형광유전자 중

GFP유전자는 여타 유전자에 비하여 발현 강도가 낮은 것으로 관찰되었

다. 따라서 앞으로 RFP와 CFP를 DNA 백신 연구모델의 구조유전자로

사용하는 것이 GFP보다 유의할 것으로 보인다. 특히 Dijkstra et al.

(2001)은 본 종을 DNA vaccine 개발의 모델로 이용하고자 luciferase 와

이의 발현유전자를 근육에 주사하여 그 발현유무를 관찰한 결과, 상기 유

전자를 이식받은 모든 개체의 근육에서 발현이 강하게 나타남은 물론 일

부 개체에서는 그 발현 양상이 2 년 이상 까지도 지속됨을 관찰한 바 있

어, 앞으로 본 실험군에 대하여 현재의 발현양상이 지속되는 기간을 조사

함으로서 본 종을 수산동물의약품의 안전관리를 위한 DNA vaccine 개발

모델로서 뿐만 아니라 유전자 이식을 위해 개발된 벡터의 발현 유무 및
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강도를 측정할 수 있는 유용한 모델 및 산업성이 큰 형광관상어의 개발이

가능할 것으로 생각된다.

어류의 산란유도에 있어 ovaprim, S-GnRH, LHRH-a, hCG 및 잉어뇌

하수체의 경우 보고된 모든 종에서 매우 효과적인 것으로 보고되어 있다

(Zohar and Mylonas, 2001). 이 중 메기과 어류의 산란에 있어 ovaprim

과 S-GnRH는 특히 자연산 메기류를 채집하여 실내에서 인공산란유도

시 매우 효과적인 것으로 보고되어 있다(Brzuska and Adamek, 1999;

Haniffa and Sridhar, 2002; Padmakumar et al., 2011). 그러나 본 연구결

과, ovaprim 과 S-GnRH 처리군은 전량 폐사하여 본 종의 산란유도에는

사용이 불가능하였고, LHRH-a, hCG 및 잉어뇌하수체의 경우, 잉어뇌하

수체 주사직후 폐사한 1 미를 제외하고 모두 4 일 이상 생존하여 유리메기

의 산란유도에 사용 가능한 것으로 나타났다(Table 2). Zohar and

Mylonas (2001)는 어류의 호르몬 처리에 의한 산란 유도 시 고농도의 경

우라도 생존율에는 큰 영향을 끼치지 않음을 보고한 바 있어, ovaprim과

S-GnRH 에서 전량 폐사한 결과는 호르몬 농도의 원인보다는 호르몬 제

조사에서 사용한 용매 때문일 가능성도 배제할 수 없다. 그러나 앞으로

두 호르몬을 다양한 농도로 처리 한 후 생존율을 비교 분석한다면 그 결

과를 확인할 수 있을 것으로 생각된다.

어류의 인공산란 유도는 암수의 성숙시기가 다르거나 실험실 또는 양식

장 내에서 자연산란을 하지 못하는 어류를 대상으로 1930 년대부터 시작된

이래 최근까지 다양한 어종에서 환경조절 및 호르몬에 의한 산란 유도가

보고되고 있다(Zohar and Mylonas, 2001). 특히 최근에는 성 성숙과 관련

된 뇌-뇌하수체-생식소 축을 호르몬 처리에 의해 효과적으로 조절함으로

서 난자의 성숙, 배란 및 정자의 유리를 통한 수정란의 생산을 통해 산업

성이 높은 어류의 치어생산을 위한 많은 연구가 이루어지고 있다(Kiran
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et al., 2013).

본 연구에서 성 성숙 유도에 사용된 Human chorionic gonadotropin

(hCG)은 태반의 syncytiotrophoblast 세포에 의해 합성되는 호르몬으로서,

본 연구에서도 사용된 가장 높은 농도인 4Iu/g 의 농도에서 성 성숙이 유

도됨을 확인하였으나 본 연구에서 사용된 농도로는 난자의 최종 성숙과

배란을 이루어지지 않았다. Ohta and Tanaka (1997)은 대부분의 어류는

0.1∼4Iu/g 의 농도에서 산란이 유도되는 것으로 보고한 바 있어 hCG는

본 종의 산란유도에는 적합하지 않은 것으로 나타났다. 그러나 정자의 유

리 및 방정에는 가장 낮은 농도인 1Iu/g 에서도 효과적으로 나타나 암수

간 성숙유도에 있어 차이를 보였다.

1970 년대부터 어류의 산란유도에 사용된 Gonadotropin-releasing

hormone (GnRH-α)는 어종 간의 구조가 서로 유사하기 때문에, 어류로부

터 직접 추출하거나 합성된 GnRH-α 의 유사체를 사용하여 어류의 산란

유도에 이용되고 있다(Sherwood et al., 1994). 이 중 LHRH (Luteinizing

hormone-releasing hormone)는 시상하부 호르몬의 하나로서 황체형성호

르몬(LH) 및 난포자극호르몬(FSH)의 분비를 촉진하는 물질로 알려져 있

고, LHRH 의 유사체인 LHRH-α 는 순도가 높고 어류에 의한 신진대사가

빠르지 않아 장기간 체내에 남아있을 수 있어 natural LHRH 이나

GnRH보다 훨씬 효과적임이 보고되어 있다(Alok et al., 1993; Linhart et

al., 2001). Harvey et al. (1985)은 펠렛 형태의 LHRH-α 를 sea bass

Lates calcarifer 와 rabbitfish Siganus guttatus에 9.0∼ 23.5 ㎍/kg 의 농

도로 주입하여 2∼4 일 후 산란을 유도한 바 있다. Ngamvongchon et al.

(1988)은 메기 과와 잉어 과의 담수 어류 8종을 대상으로 LHRH-α 의 효

과를 조사한 결과 walking catfish Clarias macrocephalus 은 20㎍/kg 농

도로 1회 주사하여 주사 16∼18 시간 후 산란을 시작함을 관찰하였고, 잉
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어 과의 silver carp 와 bighead carp 는 5∼ 15 ㎍/kg 농도로 2회 주사한

후 4∼8 시간 내에 효과적으로 산란함을 보고하였다. 본 실험에서는 여타

산란유도가 보고된 어종들에서 처리한 농도보다 매우 높은 1, 2 및 4㎍

/g 의 농도로 LHRH-α 를 주사하였으나 암수 모두 대조군과 성숙도에서

차이가 나타나지 않아 본 호르몬은 유리메기의 성 성숙에 효과가 없는 것

으로 판단되었다. 그러나 메기과 어류에서 Tan-Fermin et al. (1993)은

0.05∼0.1 ㎍/g 의 LHRH-α 와 1㎍/g의 pimozide 를 혼합 사용하여 Asian

catfish Clarias macrocephalus의 배란을 유도한 바 있고, Leeuw et al.

(1985)은 African catfish Clarias gariepinus에 0.05mg/kg 농도의

LHRH-α 과 5mg/kg 농도의 pimozide 를 1 회 주사해 실험군의 100%가

산란함을 관찰하였다. 이에 앞으로 본 호르몬을 도파민 길항제인

pimozide 등과 혼합사용하여 인공산란을 유도할 필요가 있을 것으로 판단

된다.

Carp pituitary 잉어뇌하수체호르몬은 1930 년대부터 어류의 인공산란유

도를 위해 사용되는 호르몬으로서 다양한 어종에서 흔히 사용되고 있다

(Pullin and Kuo, 1980; Baleri, 1985; Ufodike and Amadi, 1991). 특히 자

연서식지에서 채집된 메기과 어류는 양식장이나 연구실에서 자연산란을

유도하기가 잉어 과 어류 등에 비해 어려워 인공산란을 위해 잉어뇌하수

체호르몬을 단독으로 처리하거나 타 호르몬과 복합 처리하여 1960 년대부

터 많은 연구가 시도되고 있고(Sneed and Clemens, 1960; Bidwell et al.,

1985; Busch and Steeby, 1990; Goudie et al., 1992; Kelly and Kohler,

1996), 대부분의 메기과 어류에서 산란에 유효한 농도는 대체로 2∼9 ㎍

/g 에서 산란유도에 효과적임이 보고되어 있다(Obi and Popoola, 1994;

Omoregie et al., 1998; Zonneveld et al., 1988). 이에 본 실험에서도 여타

메기과에서 사용된 농도보다 매우 높은 농도인 1, 2 및 4mg/g 로 처리하
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여 그 효과를 검토한 바, 수컷의 경우 최저 농도인 1mg/g 에서도 성숙하

여 방정함이 확인되었으나 잉어뇌하수체호르몬의 농도에 따른 성숙의 정

도가 그리 크지 않아 개체 당 1m/g 의 농도만으로 완전한 성 성숙을 유

도할 수 있음이 확인되었다. 특히 조직학적 관찰 결과(Fig. 9), 본 연구에

서 사용된 hCG 와 LHRH-α 보다 정소가 크게 비후화되고 방정 효과도 높

음이 확인되어 수컷의 성 성숙 유도에 있어 잉어뇌하수체호르몬이 효과적

인 것으로 판단되었다. 암컷의 경우 1mg/g 농도에서 난소의 성숙이 대조

군과 큰 차이가 없었으나 2mg/g 농도 이상에서는 난소의 크기가 증가하

고, 최고 농도인 4mg/g 농도에서 성숙이 잘 유도되나 산란은 유도되지

않아 잉어뇌하수체 처리 단독으로는 산란효과가 없는 것으로 판단되나 성

성숙 유도 효과는 확인되었다. 따라서 농도를 더 높여 처리하여 그 효과

를 검토함이 필요하나 본 종의 어체 크기가 작아 호르몬의 농도를 높이는

데 한계가 있어 앞으로 다양한 환경 조건 및 복합호르몬 처리에 의한 산

란유도의 가능성을 검토하여야 할 것으로 판단된다.

어류는 각각의 종마다 산란을 위한 적당한 수온의 범위가 달라 수온은

어류의 산란에 있어 영향을 미치는 주요 환경요인으로 알려져 있다

(Harvey and Hoar, 1979). 성호르몬처리에 의한 인공산란유도 시에도 약

간의 온도차로 배란을 지연시키거나 촉진시킬 수 있음도 보고되어 있다

(Phelps et al, 2007). 자연서식지에서 유리메기의 산란기는 우기인 5월부

터 8월 사이에 비 온 뒤 이루어지는 것으로 알려져 있다. 이에 급격히 수

온을 낮춰 CP 4mg/g 를 3회 주사한 결과, 수컷은 방정 유도가 가능하였

으나 암컷의 산란은 이루어지지 않아 실험실 조건에서 수온은 산란에 영

향을 주지 않는 것으로 나타났다. Phelps et al. (2007)은 채널메기의 인공

산란에 수온이 미치는 영향을 조사하기 위하여 24, 26 및 28 도의 온도조

건으로 LHRH-α 를 주사한 결과, 28 도의 수온조건에서 산란율이 가장 높
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은 것으로 나타났고, 여타 메기과 어류인 Pangasius sutchi 의 경우 28도

와 30 도의 온도조건으로 잉어뇌하수체호르몬을 주사한 결과 30 도 조건에

서 더 우수한 결과를 보여(Chattopadhyay et al., 2002) 적정 수온조건 내

에서는 높은 온도가 산란율에 더 나은 결과를 보이는 것으로 보고된 바

있어 앞으로 28±1℃보다 더 높은 온도로 사육 후 수온을 급격히 낮추어

다양한 종류의 호르몬 처리에 따른 효과를 검토하여야 할 것 이다.

메기과 어류의 인공산란 유도에 있어 Kutwal et al. (2015)은 African

catfish Clarias gariepinus에 3∼6mg/kg 의 잉어뇌하수체호르몬과

LHRH-a 유사체인 0.3∼0.6mg/kg 의 Ovupin-L (salmon GnRHa)을 복합

처리하여 성공적으로 산란을 유도하였고, Audo and Ofojekwu (2010)는 4

∼6mg/kg 농도의 잉어뇌하수체호르몬과 0.4∼0.6ml/kg 의 ovaprim 을 복

합사용하여 높은 산란 유도율을 얻은 바 있다. 이에 본 연구에서도 CP와

LHRH-a 및 ovarprim 호르몬을 복합 사용하기 위해 이들의 효과를 검토

하였으나 Table 2 에서 보듯이 유리메기에 복강주사 시 모든 개체가 폐

사하였다. 이에 본 연구에서는 유리메기의 생존에 영향을 끼치지 않고 성

성숙에 일부 효과적으로 나타난 CP와 hCG 를 Lam (1982)과

Andrade-Talmelli et al. (2002)에서 나타난 다양한 방법으로 복합처리 하

였으나 산란유도에 실패하였다. 따라서 GnRH와 ovaprim이 본 종의 생

존에 미치는 원인을 규명한 후, CP와 이들을 복합 처리하여 인공산란 유

도 효과를 검토할 필요가 있을 것으로 생각된다.

앞으로 빛, 수온 및 기타 환경 조절과 함께 다양한 종류의 성 성숙 호

르몬을 본 종의 산란기에 집중적으로 처리하여 인공산란을 유도하고 양질

의 정자와 난자를 확보하기 위한 후속 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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국문 요약

유리메기는 복강을 제외한 모든 부위가 투명하고 관상어로서 널리 유통

되고 있어, 본 종을 이용하여 형질전환 형광 관상어로 개발할 경우 그 가

치가 높을 것으로 예상된다. 이에 본 연구는 유리메기를 형질전환 어류로

개발하기 위한 기초 연구로서, 마취, 유전자의 direct injection 및 성 성숙

유도 등을 연구하였다.

그 결과, 어류에의 스트레스를 최소화하기 위한 최적 마취제로 염산리

도카인과 중탄산나트륨을 혼합 사용하였을 시 가장 마취효과가 높은 것으

로 나타났고, 그 최적 농도로는 염산리도카인 200ppm과 중탄산나트륨

100ppm 으로 확인되었다.

확립된 마취조건 하에서 어류의 등 근육에 유전자의 direct injection 을

실시하고 그 발현 양상을 관찰한 결과, 본 연구에 사용된 CMV 및 바다

송사리 β-actin 프로모터 모두에서 형광유전자가 발현됨이 관찰되었고,

발현강도는 GFP 유전자를 제외한 CFP와 RFP는 비슷한 강도를 보였다.

또한 화이트니그로 프로모터보다 바다송사리 프로모터가 더 잘 발현하는

것으로 확인되어, 가장 발현이 강한 유전자는 바다송사리의 mlc2 CFP인

것으로 나타났다.

형질전환 어류를 생산하는데 기본적인 조건으로서 수정란의 대량 확보

를 위해 본 종의 산란을 위한 성숙을 유도한 결과, 사용된 성숙 유도 호

르몬 중에서 잉어뇌하수체 호르몬의 4mg/g 농도가 hCG나 LHRH-α 보다

효과가 높은 것으로 나타났다. 잉어뇌하수체 호르몬을 어류에 복강 주사

하고 조직학적 분석을 수행한 결과, 난황포기의 난소가 관찰되고 난소의

크기가 커진 것을 확인할 수 있었고 정소의 경우에는 개체 당 1mg/g 의

농도만으로도 완전한 성 성숙을 유도하여 방정이 가능함을 확인할 수 있

었다.
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그러나 온도를 낮추어 처리하거나 호르몬의 복합처리 등을 시도한 결

과, 성숙호르몬을 이용한 성 성숙 유도만으로는 최종 성숙과 산란까지 유

도할 수 없는 것으로 확인되었다. 따라서 본 종의 수정란 대량 확보를 위

한 산란을 유도하기 위하여 앞으로 빛, 수온 및 기타 환경 조건을 조절하

는 등의 후속 연구가 필요하다고 판단된다.
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